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Los esfingolípidos son constituyentes esenciales de las células eucariotas. Fueron 
descubiertos en 1876 por J. L. W. Thudichum y la etimología de su nombre está inspirada en 
las esfinges (Sphinx) de la mitología griega. Debido al carácter enigmático que poseen las 
enfinges, Thudichum hizo un paralelismo y denominó esfingolípidos a los compuestos que 
él había aislado debido a la también enigmática naturaleza de sus funciones. Durante mucho 
tiempo se consideró que la función de los esfingolípidos en la formación de las membranas 
biológicas era únicamente estructural. Sin embargo, En la década pasada hubo un 
resurgimiento del interés en los mismos, debido al extraordinario número de especies 
complejas encontradas en los eucariontes (Merrill et al., 2009). Particularmente los 
esfingolípidos están formados estructuralmente por un poliaminoalcohol insaturado de 18 
carbonos, llamado base esfingoidea, normalmente esfingosina (So) o dihidroesfingosina. 
Esta base esfingoidea puede sufrir modificaciones. Si se le une un ácido graso por una unión 
amida al carbono 2 (C2), el esfingolípido resultante será la ceramida (Cer) en el caso que la 
base esfingoidea sea So o dihidroceramida en caso de que la base sea dihidroesfingosina. En 
cambio sí esta base esfingoidea sufre el agregado de un grupo fosfato en su carbono 1 (C1) 
dará lugar a otro esfingolípido llamado esfingosina-1-fosfato (S1P) si la base es So o 
dihidroesfingosina-1-fosfato (DHS1P) si la base es dihidroesfingosina. La Cer es el 
esfingolípido pivote para la formación de esfingolípidos de mayor complejidad, como es el 
caso de la esfingomielina (SM), esfingolípido mayoritario de todas las membranas celulares 
de mamífero, que se forma por la esterificación con un grupo fosforilcolina en el alcohol 
primario de la Cer. La Cer también puede unir glucosa en su carbono 1 (C1) para formar 
glucosilceramida (GlcCer) que por sucesivas glucosilaciones puede dar lugar a 
glucoesfingolípidos de mayor complejidad (Figura 1).  
Además de su función estructural, los esfingolípidos pueden agruparse dinámicamente con 
esteroles en las membranas celulares para formar microdominios lipídicos o rafts, los cuales 
funcionan como centros de transducción de señales y organización de proteínas (Mollinedo 
and Gajate, 2015). 
 














1.2. Metabolismo de los esfingolípidos 
El estudio del metabolismo y función de los esfingolípidos ha revelado que además de 
realizar una función estructural en las membranas celulares tienen una activa función en la 
regulación de procesos celulares tales como la proliferación, la diferenciación, la senescencia 
celular y la apoptosis, involucrando la activación de diferentes vías de  transducción de 
señales (Bartke and Hannun, 2009; Merrill and Carman, 2015). La vía metabólica de los 
esfingolípidos presenta una intrincada red de reacciones que conducen a la formación de una 
gran diversidad de esfingolípidos. Esta red está constituida por una interrelación entre los 
procesos de síntesis de novo, la vía de reciclaje, la vía de degradación directa de la SM y 
la degradación final de la base esfingoidea.  
La síntesis de novo comienza en el retículo endoplásmico (RE) a partir de serina (Ser) y 
palmitoil-CoA que se condensan para formar 3-cetoesfinganina (KSa), por acción de la 
enzima serina palmitoil transferasa (SPT). Este producto por acción de la enzima 3-
cetoesfinganina reductasa (KDSR) producirá dihidroesfingosina, también llamada 
esfinganina (Sa), que posteriormente por acción de la enzima dihidroceramida sintasa 
(CERS1-6) dará lugar a la formación de dihidroceramida (DHCer). 
Figura 1. Estructura de los esfingolípidos. 
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Figura 2. Compartimentalización subcelular de la biosíntesis de los esfingolípidos. Para cada una 
de las reacciones enzimáticas correspondientes a la síntesis de novo o eventos de transporte se indican 
cada una de las proteínas intervinientes en dichos procesos. Cer: ceramida; Cer1P: ceramida-1-fosfato; 
CERK: ceramida quinasa; CERPasa: ceramida-1-fosfato fosfatasa; CerpE: ceramida 
fosfoetanolamina; CERS: ceramida sintasa; CERT: proteína transportadora de ceramida; CER1-
6:dihidroceramida sintasa; CGT: ceramida galactosiltransferasa; CPTP: proteína transportadora de 
ceramida-1-fosfato; DES: dihidroceramida desaturasa; DHCer: dihidroceramida; FAPP2: proteína 
transportadora de la glucosilceramida (GLcCer); GalCer: galactosilceramida; GSC: glucosilceramida 
sintasa; GLcCer: glucosilceramida; GsLs: glucoesfingolípidos; KSa: 3-cetoesfinganina; KDSR: 3-
cetoesfinganina reductasa; LacCer: lactosilceramida; LCS: lactosilceramida sintasa; Sa: esfinganina; 
SM: esfingomielina; SMS1/2: esfingomielina sintasa; SMSr: proteína relacionada a esfingomielina 
sintasa; SPT: serina palmitoiltransferasa; RE: retículo endoplasmático. [Adaptado de (Colacios et al 
2015)]. 




La DHCer sufrirá desaturación por la acción de la enzima dihidroceramida desaturasa 
(DES1) y terminará formando Cer, siendo la misma el metabolito precursor en la formación 
de esfingolípidos de mayor complejidad (Tidhar and Futerman, 2013). La Cer formada en el 
retículo RE puede ser transformada en cinco lípidos diferentes (Colacios et al 2015) (Figura 
2): (1) ceramida-1- fosfato (Cer1P) por acción de la ceramida quinasa (CERK); (2) 
esfingomielina (SM), por acción de la esfingomielina sintasa (SMS1/2); (3) ceramida 
fosfoetanolamina (CerpE), por acción de la proteína relacionada a la esfingomielina sintasa 
(SMSr); (4) glucosilceramida (GlcCer), el precursor de los glucoesfingolípidos complejos 
por acción de la glucosilceramida sintasa (CGS). Por otra parte, la GlcCer puede ser 
movilizada por la proteína transportadora FAPP2 desde el Cis- Golgi hacia la red trans del 
complejo de Golgi (TGN), sitio en el cuál a través de la lactosilceramida sintasa (LCS) dará 
lugar a la formación de Lactosilceramida (LacCer) que finalizará en la formación de 
glucoesfingolípidos complejos; (5) galactosilceramida (GalCer), por acción de la ceramida 
galactosil tranferasa (CGT) en el retículo endoplasmático. 
Dependiendo la vía por la cual es transportada desde el RE al aparato de Golgi, la Cer será 
metabolizada a los diferentes productos. La Cer será transportada por la proteína 
transportadora CERT (A), sera sustrato para la sintesis de SM (2) y CerpE (3). Por otro lado, 
la Cer que es movilizada por transporte vesicular hacia el complejo de Golgi (B) será 
glucosilada por acción de la glucosilceramida sintasa para formar glucosilceramida (4). 
Esta vía de síntesis de novo puede ser metabólicamente inducida por la presencia de serina 
y/o palmitato (Martinez et al., 2015). También puede ser activada por agentes 
quimioterapéuticos, estrés por calor, LDL oxidada y canabinoides. Diversos estudios han 
implicado a la ceramida formada de novo en la mediación de algunos de los efectos de estos 
inductores en la respuesta al estrés y muerte celular (Zhu et al., 2016).  
Además de la síntesis de novo, la ceramida puede generarse a través de la vía de reciclaje 
o salvataje, por degradación de los diferentes glucoesfingolípidos complejos y la SM 
presentes en la membrana plasmática de la célula. Estos glucoesfingolípidos complejos y la 
SM pueden ser endocitados en endosomas que se fusionan posteriormente con 
compartimientos lisosomales, y ser degradados a ceramida. En estos compartimentos la SM 
es degradada a Cer por acción de la esfingomielinasa ácida (ASMasa). Los 




glucoesfingolípidos complejos como la LacCer y la GalCer primero son degradados por 
acción de exoglucosidasas al glucoesfingolipido más simple, GlcCer, la cual es 
posteriormente degradada a Cer por acción de la glucosilceramidasa (GCasa). Finalmente la 
Cer es degradada a So y ácido graso libre por acción de una ceramidasa ácida (ACDasa) 
presente en el compartimiento lisosomal (D'Angelo et al., 2013; Kolter and Sandhoff, 2010) 
Otra vía involucrada en la generación de Cer es la vía de degradación directa de la SM 
de la membrana plasmática ocurriendo la degradación de la misma tanto sobre el lado 
citsólico como sobre el lado extracelular de la membrana. Esta vía está dada por la hidrólisis 
de la SM generando Cer a través de la acción de diferentes SMasas, una isoforma acida y dos 
isoformas formas neutras, de las cuales una está unida a membrana y es dependiente de Mg2+ 















Figura 3. Compartimentalización subcelular del catabolismo de esfingolípidos e 
interconversión. Para cada una de las reacciones enzimáticas correspondientes a las vías de reciclaje 
y la vía directa de la degradación de esfingomielina se indican cada una de las proteínas intervinientes 
en dichos procesos. ACDasa: ceramidasa ácida; AlkCDasa: ceramidasa alcalina; ASMasa: 
esfingomielinasa ácida; Cer: ceramida; CerpE: ceramida fosfoetanolamina; CERS: ceramida sintasa; 
EP: etanolamina-1-fosfato; FA: ácido graso; GALC: galactosilceramidasa; GalCer: 
galactosilceramida; GCasa: glucosilceramidasa; GlcCer: glucosilceramida; GSLs: 
glucoesfingolípidos; LacCer: lactosilceramida; NCDasa: ceramidasa neutra; NSMsa: 
esfingomielinasa neutra; SM: esfingomielina; So: esfingosina; S1P: esfingosina-1-fosfato, SphK: 
esfingosina quinasa; SPL: esfingosina-1-fosfato liasa. [Adaptado de (Colacios et al 2015)]. 




La Cer formada en esta vía puede ser degradada a So por acción de la ceramidasa neutra 
(NCDasa) y posteriormente ser fosforilada por acción de la SphK y formar S1P sobre el lado 
citosólico de la membrana dónde reside la SphK. (Hla and Dannenberg 2012). 
También existe información que describe la degradación de la SM presente en la 
mitocondria y en el complejo de Golgi, dónde en ambos casos la Cer es degradada por 
esfingomielinasas neutras (NSMasas) y posteriormente degradada a esfingosina por acción 
tanto de una ceramidasa neutra (NCDasa) localizada en la mitocondria, como por la acción 
de una ceramidasa alcalina (AlkCDasa) localizada en el complejo de Golgi (Breslow and 
Weissman, 2010) (Figura 3). 
En el RE la So formada en la vía de reciclaje puede reentrar en la vía de síntesis formando 
ceramida nuevamente o bien fosforilarse por acción de una enzima denominada esfingosina 
quinasa (SphK) y formar esfingosina-1-fosfato (S1P). La S1P formada puede degradarse 
irreversiblemente a través de la enzima esfingosina-1-fosfato liasa (SPL) (degradación de 
la base esfingoidea), siendo esta la única vía de drenaje de todos los esfingolípidos, para 
convertirse en otros lípidos como la etanolamina-1-fosfato y hexadecenal que formaran parte 
de otros lípidos estructurales de las membranas biológicas (Kihara, 2014) (Figura 3). 
El metabolismo de los esfingolípidos puede regularse a múltiples niveles, desde el control 
de la expresión de las enzimas implicadas en su síntesis hasta modificaciones post-
traduccionales o mecanismos alostéricos, algunos de los cuáles son dependientes de cada tipo 
celular y pueden responder a señales específicas. Muchos tipos de estrés, como la isquemia 
y reperfusión, el TNF-α o el estrés oxidativo activan la formación de Cer y otros 
esfingolípidos, activando las SMasas, la síntesis de novo y la vía de salvataje (Kitatani et al., 
2008). 
El metabolismo de los esfingolípidos es complejo, y el estudio de sus funciones es 
desafiante ya que metabolitos separados por pocos pasos enzimáticos pueden tener efectos 
biológicos opuestos. Ejemplo de esto son las actividades biológicas antagónicas de la Cer, 
la So y la S1P. Mientras la Cer y la So están relacionadas con el arresto del ciclo celular, la 
diferenciación, senescencia y la apoptosis; la S1P está relacionada con la proliferación 
celular, la migración y la resistencia a la apoptosis. Las actividades biológicas opuestas entre 
estos metabolitos instauró lo que se dio a llamar “modelo del reóstato” (Figura 4) como un 




factor crítico que determina el destino celular (Spiegel and Milstien 2003). De acuerdo con 
esta hipótesis, no serían los niveles absolutos sino las concentraciones relativas de cada 









Si bien este modelo da una idea del equilibrio y función de estos esfingolípidos, actualmente 
se encuentra vigente el “modelo esfingodinámico”, representado por la suma de fuerzas 
ejercidas sobre las células vía el interjuego entre esfingolípidos bioactivos y sus blancos en 
células, membranas, tejidos y fluidos circulantes (Figura 5). 
En este modelo no solo cobran importancia las concentraciones relativas de los diferentes 
esfingolípidos sino también su localización dentro de la célula, la unión de los mismos a sus 
diferentes receptores, las vías de señalización activadas y la interacción con las diferentes 
proteínas que determinan diversos efectos intracelulares, extracelulares y en membrana. La 
suma de estos componentes complejizan el modelo y lo adaptan a una situación más similar 






Figura 4. El modelo del reóstato: [adaptado de (Spiegel and Milstien 2003)]. 
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La S1P resulta un metabolito de gran interés ya que, como se describió, constituye el 
“metabolito final” del metabolismo de los esfingolípidos, ya que todos los esfingolípidos 
deben formar S1P para su degradación final. A su vez S1P constituye un metabolito con 
demostrada actividad biológica. 
La  S1P se forma por la fosforilación de la So por acción de la enzima SphK1 y SphK2. S1P 
puede ser desfosforilada para regenerar So por la esfingosina-1-fosfato fosfatasa (SPPasa) o 
ser escindida, de forma irreversible por la esfingosina-1-fosfato liasa (SPL), para formar 
hexadecenal y etanolamina-1-fosfato, constituyendo la vía de degradación final de los 
esfingolípidos. Debido a su estructura simple de una única cadena y a su grupo fosfato, es 
uno de los esfingolípidos más solubles, lo que permite que pueda moverse fácilmente a través 
Figura 5. El modelo esfingodinámico. Un modelo esfingodinámico representa el balance 
y desbalance de fuerzas ejercida sobre la célula entre esfingolípidos bioactivos y sus targets 
en células, membranas, tejidos y fluídos circulantes. Cer: ceramida; So: esfingosina; Sa: 
esfinganina; S1P1: receptor 1 de S1P; S1P2: receptor 2 de S1P; C1P: ceramida-1-fosfato; 
SPL: esfingosina-1-fosfato liasa; S1P: esfingosina-1-fosfato; SphK1,2: esfingosina quinasa 























del citosol. En las células se encuentra en concentraciones bajas, del orden nanomolar, lo que 
permite que variaciones en su concentración sirvan de señalización para activar distintos 
procesos, como ocurre con otros segundos mensajeros (Olivera et al., 2013). 
 
3. Esfingosina quinasa (SphK) 
SphK es una enzima que cataliza la fosforilación dependiente de ATP de las dos bases 
esfingoideas (So o Sa) a S1P o a DHS1P por el agregado de un grupo fosfato a su grupo 
oxidrilo primario (Pitson, 2011) (Figura 6). SphK se encuentra altamente conservada desde 
protozoos a mamíferos, siendo muy ubicua en todos los tejidos. SphK fue originalmente 
purificada de riñón de rata. Es una proteína de 49 kilodalton (kDa) con valores de Km de 5 
µM y 93 µM para esfingosina y ATP, respectivamente (Olivera et al., 1998). Posteriormente 
a la purificación de la SphK de rata, Spiegel y colaboradores fueron exitosos en clonar las 
primeras 2 isoformas de SphK1 pertenecientes a ratón (Kohama et al., 1998). Las 2 isoformas 
encontradas surgieron probablemente de splicing alternativo y fueron llamadas mSphK1a y 
mSphK1b. Posteriormente, la SphK1 humana fue clonada por múltiples grupos (Melendez 
et al., 2000). Subsecuentemente, una segunda SphK humana fue clonada en ratones, la SphK2 
(Liu et al., 2000). Como se mencionó anteriormente, dos isoformas de la enzima han sido 
identificadas en células de mamífero, llamadas SphK1 y SphK2 (Pitson et al., 2000a). Estas 
difieren en su estructura, propiedades cinéticas, localización subcelular, distribución en los 
tejidos y patrón de expresión durante la embriogénesis, sugiriendo que estas enzimas podrían 
tener diferentes funciones celulares (Adams et al., 2016). El doble knockout de ambas 
isoformas es letal en embriones, indicando que SphK es una enzima crítica para la 














Figura 6. SphK fosforila tanto a So como a Sa a S1P y DHS1P. Esta reacción es reversible a través de 
SPPasa. 




Tanto SphK1 como SphK2 humanas están codificadas por distintos genes, que se encuentran 
localizados en el cromosoma 17 (17q25.2) y 19 (19q13.2), respectivamente. Sin embargo, 
SphK1 y SphK2 varían considerablemente en tamaño (384 aminoácidos para SphK1 y 618 
aminoácidos para SphK2, respectivamente) (Neubauer and Pitson, 2013). Poseen 80% de 
similitud sobre la identidad de secuencia de aminoácidos para las regiones N- y C-terminal 
de SphK1 alineado con todas las regiones de SphK2. Las SphKs eucarióticas muestran 5 
regiones altamente conservadas con su secuencia (C1-C5) con el único dominio catalítico 
contenido dentro de C1-C3 (Pyne et al., 2016). El sitio de unión a ATP está presente en el 
dominio C2 de la enzima dentro de la secuencia consenso (SGDGX(17-21)K) (Pitson et al., 
2000b; Pitson et al., 2002). Además existen 4 regiones transmembrana (TM) que se 













En humanos, existen al menos tres variantes de splicing de SphK1 llamadas SphK1a, 
SphK1b y SphK1c y dos variantes de SphK2 llamadas SphK2-S y SphK2-L o SphK2a y 
SphK2b que difieren en su región N-terminal. SphK1a es la forma mayoritaria de SphK1 y 
es la más estudiada (Pitson, 2011). Las tres isoformas de SphK1 poseen las mismas 
propiedades enzimáticas y son predominantemente citosólicas pudiendo también tener una 
localización en la membrana plasmática. Comparado con SphK1, mucho menos información 
se tiene al respecto de SphK2 y sus isoformas. La isoforma más pequeña de SphK2, SphK2-
S, fue la variante clonada originalmente de células de mamífero basado en la homología de 
Figura 7.  SphK1 y SphK2 poseen cinco dominios conservados (C1-C5) con un único dominio 
catalítico contenido dentro de C1-C3. El sitio de unión al ATP está presente en el dominio C2 de la 
enzima dentro de la secuencia consenso (SGDGX(17-21)K)). SphK2 presenta 4 regiones 
transmembrana (TM) que se encuentran ausentes en SphK1: dos en el N-terminal y las otras dos en 
la parte central de su secuencia. [Adaptado de (Spiegel and Milstien, 2003a)].   
Dominio catalítico 




secuencia de SphK1 (Liu et al., 2000). Sin embargo, la variante de mayor tamaño de SphK2, 
SphK2-L, es la variante predominante en un gran rango de tejidos humanos y líneas celulares 
(Okada et al., 2005). Mientras SphK1 y SphK2 son las únicas 2 isoformas clonadas de células 
de mamífero, algunos estudios han mencionado la existencia en algunos tejidos de una 
potencial tercera isoforma de SphK, la cual poseería diferente especificidad de substrato y 
diferente localización subcelular que las dos anteriores (Fukuda et al., 2003). La validez de 
esta tercera isoforma, sin embargo, necesita más soporte experimental.  
Además de las diferencias en la secuencia, SphK2 posee una actividad específica mucho más 
baja que SphK1 y parece ser considerablemente menos selectiva que SphK1 en el sustrato 
que utiliza (Roberts et al., 2004). Ambas enzimas pueden usar eficientemente So y Sa como 
substrato (Neubauer and Pitson, 2013). SphK2, sin embargo, posee mucho más afinidad hacia 
fitoesfingosina y por un substrato artificial denominado ω-biotinil D-eritro- esfingosina 
(Roberts et al., 2004).  
SphK1 casi universalmente promueve la supervivencia y la proliferación celular 
(Neubauer and Pitson, 2013) pero la función de la SphK2 parece ser más compleja. Estudios 
recientes han demostrado que la sobreexpresión de SphK2 suprime el crecimiento y aumenta 
la apoptosis independientemente de los receptores de S1P (Liu et al., 2003), sugiriendo que 
a pesar de que las dos enzimas usan el mismo substrato fisiológico y generan el mismo 
producto, SphK2 podría tener un rol opuesto a SphK1. Este rol proapoptótico para SphK2 es 
fundamentado por recientes estudios demostrando que células mesangiales de ratones 
knockout para SphK2 son más resistentes a la apoptosis inducida por estaurosporina que las 
células tipo salvajes o doble knockout para SphK1 (Hofmann et al., 2008). Además, el 
knockdown de la expresión de SphK2 endógena en células HEK293 bloquea la apoptosis 
inducida por el factor alfa de necrosis tumoral (TNFα) o la depleción de suero (Okada et al., 
2005). En contraste a aquellos descubrimientos, sin embargo, SphK2 también puede tener un 
rol anti-apoptótico: suprimiendo la expresión de SphK2 o inhibiendo su actividad con 
inhibidores específicos puede aumentar la apoptosis e incrementar la sensibilidad a agentes 
quimioterapéuticos en células cancerosas (Pitman and Pitson, 2010). El simple knockout de 
SphK1 o SphK2 produce ratones viables, fértiles y sin ninguna anormalidad fenotípica, 
aunque la deleción de ambos genes produce letalidad embrionaria en ratones debido a severas 
anormalidades en el desarrollo neuronal y vascular (Allende et al., 2004; Mizugishi et al., 




2005). Estos hallazgos sugieren que tanto SphK1 como SphK2 poseen al menos algún tipo 
de redundancia funcional en ratones. De acuerdo con esta idea, ambas enzimas son 
fundamentales en la migración inducida por el factor de crecimiento epidérmico (EGF) en 
células de cáncer de mama (Hait et al., 2005), y también en la metástasis inducida por el 
factor de crecimiento beta (TGFβ) en el mismo tipo tumoral (Miller et al., 2008; Stayrook et 
al., 2015). 
SphK2 posee diferentes roles en diversas situaciones y, sin embargo la precisa razón de 
aquellos roles distintos que posee la enzima es todavía materia de investigación, la 
localización subcelular tanto de SphK1 y SphK2 parece ser crucial en la determinación de su 
función. 
3.1. Activación y localización subcelular de SphK1 
SphK1 humana recombinante puede ser producida en bacterias, indicando que esta enzima 
posee una actividad catalítica intrínseca que no es dependiente de ninguna modificación 
postraduccional eucariótica (Pitson et al., 2000a). Esto, conjuntamente con su expresión 
ubicua dentro de la célula, explica porque la actividad de SphK1 parece ser una característica 
común de casi todos los tipos celulares. Las observaciones indicaron que diversos factores 
de crecimiento, citoquinas y otros estímulos externos podrían incrementar la actividad celular 
de SphK1 rápida y transientemente (Leclercq and Pitson, 2006). Estos fueron los primeros 
indicios de que la enzima podría estar sujeta a una activación. Estudios posteriores 
encontraron que la activación de SphK1 es mediada por fosforilación de la Ser225 por 
ERK1/2, que resultaba en un incremento de 14 veces en su actividad catalítica pero sin alterar 
su afinidad por el ATP o So (Pitson et al., 2003). Sin embargo estudios iniciales sugirieron 
un rol directo de PKC en la activación de SphK1(Johnson et al., 2002; Oh et al., 2015), esto 
ahora pareciera deberse a un efecto indirecto mediado por la activación de las quinasas 
ERK1/2 (Gault et al., 2012). En la mayoría de los casos, la activación de SphK1 es transiente, 
debido a la defosforilación en fosfo-Ser225 catalizada por la proteína fosfatasa 2A (PP2A) 
(Barr et al., 2008). 
En los últimos años se ha ido incrementando la idea de que la localización celular de los 
esfingolípidos y de las enzimas que los metabolizan es crucial para su destino y sus funciones 
en la activación de vías de señalización celular. SphK1 normalmente reside en el citoplasma, 




pero también puede localizarse en la membrana plasmática donde la fosforilación en Ser225 
es esencial para la traslocación de la enzima a la membrana plasmática (Gao et al., 2015; 
Pitson et al., 2003). Esta localización en la membrana plasmática parece ser crucial en la 
activación de vías de señalización inducidas por SphK1, incluyendo aquellas involucradas 
en la oncogénesis, presumiblemente debido a la producción de S1P en sitios que posibilitan 
su liberación o asociación con otras proteínas efectoras (Pitson et al., 2005). 
Interesantemente, estudios han sugerido que la fosforilación en Ser225 de SphK1 posibilita 
su asociación con fosfatidilserina, que se encuentra normalmente particionada en la cara 
interna de la membrana plasmática, posibilitando la relocalización dependiente de 
fosforilación de esta proteína (Stahelin et al., 2005). Las interacciones con ácido fosfatídico 
(Delon et al., 2004) y filamina A (Maceyka et al., 2008) han sido también implicadas en la 
localización de SphK1 en membrana plasmática. 
Estudios recientes, sin embargo, han provisto evidencia sobre el mecanismo de la 
traslocación de la SphK1 inducida por agonistas identificando un rol esencial para el calcio 
y la proteína 1 de unión a integrina (CIB1) en este proceso (Jarman et al., 2010). CIB1 
interactúa con SphK1 de manera calcio-dependiente. La proteína CIB1 transloca a la 
membrana plasmática en un proceso dependiente tanto de la miristoilación y la unión a calcio, 
proveyendo un mecanismo para una translocación activa de SphK1 (Sutherland et al., 2006). 
La activación de SphK1 produce un incremento del calcio intracelular (Spiegel and Milstien, 
2003a). Luego de la unión a Ca2+, CIB1 sufre un cambio conformacional que posibilita la 
interacción de CIB1 con la SphK1 causando la exposición del sitio de miristoilación de CIB1, 
que dirige la translocación del complejo CIB1-SphK1 a la membrana plasmática (Jarman et 
al., 2010).  
Como se mencionó anteriormente la fosforilación en la Ser225 y la localización 
subsecuente en la membrana plasmática es esencial para la señalización oncogénica mediada 
por SphK1 (Pitson et al., 2005). Otros estudios, sin embargo, sugieren que SphK1 fosforilada 
transloca específicamente a los microdominios de membrana (lipids rafts), y que esto es 
esencial para sus efectos mitogénicos (Hengst et al., 2009). Notablemente, aquellos 
descubrimientos ayudan a explicar las observaciones previas contradictorias sobre el efecto 
celular de la SphK1 en la membrana plasmática por diferentes mecanismos. La localización 




constitutiva de la SphK1 en la membrana plasmática, vía la incorporación del motivo de 
palmitoilación y miristoilación de la proteína tirosina quinasa específica de leucocitos, que 
dirige la localización de la proteína hacia los dominios rafts (Brown, 2006), facilita la 
activación de las vías de señalización de pro-supervivencia, pro-proliferación y vías de 
señalización oncogénicas inducidas por SphK1 (Pitson et al., 2005). Por el contrario, la 
localización de SphK1 en la membrana plasmática por la incorporación de un solo sitio de 
miristoilación, no produce acumulación de la proteína en dominios rafts (Brown, 2006), 
inhibiendo la proliferación celular mientras que confiere protección contra procesos 
apoptóticos inducidos por deprivación de suero (Safadi-Chamberlain et al., 2005). Así, la 
localización de SphK1 en un microdominio dentro de la membrana plasmática pareciera ser 
determinante en las vías de señalización inducidas por SphK1 (Pitson, 2011). 
3.1.2. Activación y localización subcelular de SphK2 
La actividad de SphK2, al igual que la de SphK1, es incrementada rápidamente después 
de la exposición a un variado número de agonistas (Alemany et al., 2007). Aunque SphK2 
posee un alto nivel de homología con la secuencia de SphK1, la región conteniendo el sitio 
de fosforilación en la Ser225 responsable en la activación de SphK1 no es conservado en 
SphK2. Los estudios han sugerido que, como en SphK1, la activación de la SphK2 podría 
ser facilitada por fosforilación mediada por la vía de ERK1/2, posiblemente sobre cada o 
ambas Ser351 y Thr578 (Hait et al., 2007).  
Aunque SphK2 está distribuida principalmente en el núcleo y el citoplasma se ha descripto 
cambios en la localización de SphK2 bajo varias condiciones, con la enzima incrementando 
su abundancia en el RE en el caso de deprivación de suero y decreciendo en el núcleo después 
de la activación de la proteína quinasa D (PKD) (Ding et al., 2007; Maceyka et al., 2005). 
Los mecanismos moleculares que regulan la localización de la SphK2 en el retículo RE son 
desconocidos, pero el extremo N-terminal de la proteína que es ligeramente diferente al de 
SphK1 muestra ser importante para este proceso. La presencia de Sphk2 en el RE facilita 
procesos apoptóticos inducidos por ceramida vía el subsecuente metabolismo de la S1P, 
formándose primero So a través de la enzima S1PPasa localizada en el retículo 
endoplasmático y posteriormente Cer a través de la CERS (Igarashi et al., 2003; Maceyka et 
al., 2005)  




La localización de SphK2 es mucho más compleja que la de SphK1, esto va en 
concordancia con que SphK2 posee mayor complejidad funcional que SphK1. SphK2 posee 
señal de localización nuclear (NLS) y señal de exportación nuclear (NES) (Hammad et al., 
2008), con la NLS posicionada dentro del extremo N-terminal y la NES localizada dentro de 
la región rica en prolina. Cuando SphK2 se encuentra localizada en el núcleo inhibe la síntesis 
de DNA, como también regula las modificaciones epigenéticas vía interacción con y 
modulación de histonas deacetilasas 1 y 2 HDAC1/2 (Hait et al., 2009).  
 La regulación de SphK2 está empezando a ser descifrada. Sin embargo, un reciente 
estudio analizando el fosfoproteoma de células Hela y en tejido hepático de ratón demostró 
fosforilación de SphK2 endógena en al menos cinco sitios (Ser351, Ser363, Ser368, Ser378 
y Ser448), dando la pauta que todavía falta realizar una considerable cantidad de trabajo en 
esta área (Daub et al., 2008; Dephoure et al., 2008). 
4. Mecanismos de acción de S1P 
En los mamíferos la S1P formada puede ejercer sus acciones biológicas de manera 
autócrina o parácrina como ligando de receptor o de manera intrácrina como una molécula 
de señalización intracelular. 
 
4.1. S1P como ligando de receptor 
El efecto autócrino o parácrino es posible porque la S1P es capaz de efluir de la célula a 
través de transportadores específicos (ABC) y ejercer extracelularmente diversas funciones 
biológicas a través de sus receptores (Olivera et al., 2013); (Yester et al., 2011). Existen 5 
tipos de receptores para esfingosina-1- fosfato (S1P1-5). Estos receptores son típicos 
receptores de 7 pasos transmembrana que se expresan diferencialmente en los tejidos. 
S1P1, S1P2 y S1P3 se expresan ubicuamente; S1P4 en tejido linfoide y pulmonar y S1P5 en el 
bazo, piel y en el cerebro (Aarthi et al., 2011). Estos receptores se encuentran acoplados a 
diferentes tipos de proteínas G (Gi, Gq y G12/13). La proteína Gi está asociada a la activación 
de proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPKs), fosfatidilinositol-3 quinasa (PI3K), 
proteína quinasa C (PKC), Fosfolipasa C (PLC), Rac, RhoGTPasa (Rho) y adenilato ciclasa 
(AC) (Mendelson et al., 2014). La proteína G12/13 puede activar a Rho y la proteína Gq activa 




a PLC, cada una de estas vías activadas conlleva a la regulación de diferentes procesos 





























Figura 8. Principales procesos biológicos regulados por los cinco receptores de S1P. S1P se une a sus 
receptores acoplados a diferentes proteínas G heterotriméricas activando diversas vías de señalización que 
regulan numerosos procesos biológicos. El acoplamiento de los diferentes receptores a la proteína Gi activa las 
vías de ERK, PI3K, AC, PLC y RAC promoviendo la proliferación celular, la migración, la supervivencia, la 
angiogénesis y los cambios en el citoesqueleto, respectivamente. G12/13 activa Rho para inhibir la migración 
celular y además participa en el ensamblado de las fibras de estrés y la vasoconstricción celular. Gq activa PLC 
para favorecer la liberación del calcio intracelular, la migración de células, la vasoconstricción, la supervivencia 
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4.1.2. Receptores para S1P 
S1P1 
S1P1 fue el primer receptor de S1P funcional identificado. Este receptor se acopla 
exclusivamente a la proteína Gi (Windh et al., 1999) y además posee una amplia localización 
dentro de la célula que incluye la membrana plasmática, vesículas citoplasmáticas y el núcleo 
(Aarthi et al., 2011). Este receptor es ubicuamente expresado presentando alta expresión tanto 
en linfocitos B y como en linfocitos T (Watters et al., 2011). S1P se une al S1P1 con una Kd 
aproximada de 8nM (Ancellin and Hla, 1999). La unión de S1P a S1P1 produce inhibición 
de la adenilato ciclasa (AC) produciendo una reducción en la producción de AMP cíclico 
celular (AMPC) y activación de la PLC, de la vía de las proteínas Ras/ERK, Rac y de la vía 
del fosfatidil inositol 3-quinasa (PI3K)/Akt (Kihara et al., 2007). La activación de las vías de 
ERK1/2 y PI3K estimula la proliferación, la angiogénesis y la supervivencia celular  (Kimura 
et al., 2000; Wang et al., 2010). La activación de la GTPasa Rac por S1P1 estimula la 
migración celular, rearreglos en el citoesqueleto de actina y el ensamblado de las uniones 
adherentes (Mendelson et al., 2014). Por otra parte el receptor S1P1 es un regulador clave en 
procesos tales como: neurogénesis, tono vascular, tráfico de células linfocitarias y endotelio 
vascular. Ratones knockout para S1P1 han mostrado ser letales embrionarios principalmente 
debido a defectos en el desarrollo de la vasculatura y el sistema nervioso central (Kono et al., 
2004). 
S1P2 
El receptor S1P2 puede estar acoplado a múltiples proteínas G, incluyendo Gi, Gq, y G12/13, 
aunque S1P2 se acopla preferencial y predominantemente a G12/13 (Windh et al., 1999). Este 
receptor se expresa principalmente en sistemas como: el inmune, el cardiovascular y el 
nervioso central (Cattoretti et al., 2009). S1P2 muestra un 50-60% de homología con S1P1 y 
además alta afinidad por S1P (Kd=16-27 nM) (Kluk and Hla, 2002). A nivel celular participa 
en procesos como migración celular, ensamblado de las fibras de estrés, angiogénesis, 
vasoconstricción, activación transcripcional e inhibición de la apoptosis, 
preponderantemente actuando en oposición a S1P1 (Skoura and Hla, 2009). El acoplamiento 
de S1P2 a G12/13 activa a la RhoGTPasa e inhibe la migración celular por inhibición de la 
proteína Rac (Du et al., 2010). Además el receptor S1P2 induce la activación de PLC 
promoviendo la liberación del calcio intracelular en respuesta al acoplamiento con la proteína 




Gq (Mendelson et al., 2014). (Mendelson et al., 2014). S1P2 se encuentra ampliamente 
expresado en varias líneas tumorales y ha sido propuesto como promotor de la fosforilación 
de la vía de ERK a través del acoplamiento con la proteína Gi e inductor de los oncogenes c-
Jun y c-Fos regulando la proliferación y migración celular (An et al., 2000). Además de ERK, 
S1P2 ha sido reportado en la activación de otros miembros de la familia de las proteínas 
quinasas activadas por mitógenos (MAPK), tales como p38 MAPK y JNK jugando un papel 
importante en el estrés, la inflamación y la apoptosis celular (Zhang et al., 2013). Además de 
sus efectos pro-proliferativos y antiapoptóticos, S1P2 ha sido reportado como inhibidor de la 
proliferación en diferentes aspectos de la fisiología celular. Previamente se había demostrado 
que S1P2 era capaz de inhibir la proliferación de hepatocitos a través del acoplamiento con 
G12/13 y la activación de Rho GTPasa (Ikeda et al., 2003). S1P2 posee injerencia en la 
respuesta a daño hepático por un mecanismo que involucra el aumento de la proliferación de 
miofibroblastos hepáticos (MFSH) (Serriere-Lanneau et al., 2007). A diferencia de S1P1, el 
knockout para S1P2 no demostró letalidad embrionaria (Kono et al., 2004). Sin embargo, el 
knockout para S1P2 en ratones produjo problemas neuronales, ansiedad, epilepsia y pérdida 
de la temporalidad espacial, demostrando así que S1P2 es esencial para el apropiado 
funcionamiento del sistema nervioso (Akahoshi et al., 2011). 
S1P3 
S1P3 se encuentra ampliamente expresado en: corazón, cerebro, hígado, pulmón, riñón, 
páncreas, timo y bazo. S1P3 muestra un 50% de homología con S1P1 y S1P2 con alta afinidad 
por S1P (Kd=23-26 nM) (Kluk and Hla, 2002). S1P3 se encuentra localizado principalmente 
en la superficie de la membrana plasmática (Dolezalova et al., 2003). S1P3 está acoplado a 
Gi, Gq y G12/13 (Aarthi et al., 2011). Sin embargo, este receptor se acopla más eficientemente 
a Gq para estimular PLC produciendo inositol 1,4,5- trifosfato (IP3), la subsecuente liberación 
de calcio intracelular y la activación de PKC. En contraste a S1P2 que activa la vía Rho para 
inhibir Rac a través de su interacción con la proteína G12/13, S1P3 media la activación de Rac 
y aumenta la migración celular a través del acoplamiento con la proteína Gi (Becker et al., 
2011). En células de hepatoma transfectadas con S1P3 humano, el tratamiento con S1P 
produjo un incremento de la proliferación y supervivencia celular. Producto de la activación 
de la vía de ERK, como así también de la temprana inducción de c-Jun y c-fos (An et al., 
2000). Contrariamente, en células HEK 293 transfectadas con S1P3, S1P indujo morfología 




celular redondeada que se correlacionó con el proceso de apoptosis (Van Brocklyn et al., 
1999). Estudios recientes demostraron que S1P3 suprime la progresión del ciclo celular para 
regular la activación celular y la función en células musculares satélite (Fortier et al., 2013). 
El receptor S1P3 está altamente expresado en células miogénicas quiescentes, mientras que 
cuando se produce la entrada al ciclo celular los niveles S1P3 caen drásticamente. Sin 
embargo, el knockout para S1P3 en ratones aumenta la proliferación de las células musculares 
satélite y la regeneración muscular. La deleción genética para S1P3 en un modelo murino de 
distrofia muscular produjo un severo fenotipo de distrofia muscular (Fortier et al., 2013). 
Además, el knockout de S1P3 no produjo anormalidades fenotípicas, lo cual sugiere que otros 
receptores, (S1P1 y S1P2) podrían compensar la pérdida de función ocasionada por la 
deleción de S1P3 (Kono et al., 2004). Por otra parte, la deleción conjunta de S1P1 y S1P3 
causó severos defectos más tempranamente en el desarrollo de la vasculatura que aquellos 
defectos causados solo por la deleción de S1P1, otra prueba más de que tanto S1P1, S1P2 y 
S1P3 poseerían funciones redundantes o cooperativas para regular el desarrollo de la 
vasculatura durante la embriogénesis (Kono et al., 2004). Todos estos resultados indican un 
rol clave del receptor S1P3 en el mantenimiento y la regulación de diversos procesos 
fisiológicos. 
S1P4 
S1P4 está acoplado tanto a la proteína Gi como a G12/13 con alta afinidad por S1P (Kd=12-
63 nM). S1P4 mostró estar confinado en tejido linfoide y pulmonar (Kluk and Hla, 2002). 
S1P4 presenta un 44% de similitud con S1P1 y un 46% de similitud con S1P3 (Aarthi et al., 
2011). En células CHO-K1, S1P4 activa la vía de Rho causando rearreglos en el citoesqueleto 
de actina después de la estimulación con S1P (Graler et al., 2003). La alta expresión de S1P4 
en el sistema linfoide sugiere que este juega un papel importante en la vigilancia 
inmunológica. Además, S1P4 ha sido implicado en el desarrollo de megacariocitos humanos. 
Ratones knockout para S1P4 mostraron atípica y reducida formación de proplaquetas in vitro, 
indicando que S1P4 cumple un papel fundamental en la diferenciación terminal de los 
megacariocitos (Golfier et al., 2010). Otro estudio demostró que S1P produjo quimiotaxis de 
células T CD4 y CD8 en ratones a través de los receptores S1P4 y S1P1 (Graeler and Goetzl, 
2002). Además, S1P indujo la migración de células T CD4 vía S1P4 y S1P1 a través de la 
activación de las GTPasas: Rho, Cdc42 y Rac a través de la subunidad Gi (Kihara et al., 2007; 




Matsuyuki et al., 2006). Los ratones knockout para el receptor de S1P4 mostraron número 
normal de linfocitos periféricos y una correcta arquitectura de los órganos linfoindes 
secundarios, en contraste la migración y producción de células dendríticas se vieron afectadas 
así como también la diferenciación de los linfocitos T helpers (Schulze et al., 2011). Por otra 
parte, S1P4 también interactúa con el receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 
(HER2) resultando en la estimulación de ERK1 y ERK2 en células de cáncer de mama (Long 
et al., 2010). Esta relación entre S1P4 y HER2 sugiere una función clave de S1P4 en la 
progresión del cáncer de mama (Long et al., 2010). 
S1P5 
S1P5, al igual que S1P4 también se encuentra acoplado a Gi y G12/13. S1P5 presenta alta 
afinidad por S1P (Kd=2-6 nM) (Kluk and Hla, 2002) y se encuentra expresado 
principalmente en cerebro y bazo; siendo inicialmente descubierto en células mononucleares 
de sangre periférica de leucemia granular linfocítica de células T (Kothapalli et al., 2002) y 
además en otras células del sistema inmune como las células natural killers (Aarthi et al., 
2011). Análisis efectuados por la técnica del microarray demostraron que S1P5 tiene 
aumentada su expresión en el 80% de los casos de pacientes con leucemia comparadas con 
pacientes sin leucemia (Shah et al., 2008). Además estudios inmunohistoquímicos mostraron 
que el RNAm de S1P5 es detectado en un grupo de células gliales de cerebro de rata y médula 
espinal, preferencialmente en células oligodendrogliales de sistema nervioso central, pero no 
en la raíz del ganglio dorsal (Terai et al., 2003). Sin embargo, estudios recientes utilizando 
PCR cuantitativa demostraron que el RNAm de todos los subtipos de los receptores de S1P 
están expresados en la raíz del ganglio dorsal (Kays et al., 2012). S1P5 tiene un rol clave en 
mediar la supervivencia inducida por S1P de oligodendrocitos maduros a través de la 
activación de la vía de señalización mediada por AKT (Jaillard et al., 2005). La activación 
de S1P5 por S1P inhibió la migración de los oligodendrocitos a través de la vía de Rho 
(Novgorodov et al., 2007). Por otra parte, el receptor S1P5 fue implicado en un efecto 
citoprotector en una línea celular de cáncer de próstata (PC3), a través de la inducción de la 
autofagia (Chang et al., 2009). Ratones knockoout para S1P5 tuvieron una migración 
aberrante en células NK (Walzer et al., 2007), indicando que S1P5 tendría un papel 
fundamental en el tráfico de células natural killers (NK) (Mayol et al., 2011). Cómo se 
mencionó previamente S1P5 es altamente expresado en el sistema nervioso central, en 




particular en los oligodendrocitos (Im et al., 2000). Sin embargo, ratones knockout para S1P5 
no mostraron defectos en la mielinización (Jaillard et al., 2005). 
 
4.2. S1P como mensajero intracelular 
Además de sus acciones extracelulares, S1P puede ejercer sus efectos como mensajero 
intracelular. Ejemplo de estos efectos son la capacidad de modular la proliferación, 
supervivencia y autofagia celular (Strub et al., 2010). Varios estudios hechos en sistemas 
konockout para los distintos receptores de S1P han mostrado que la disrupción del 
metabolismo de S1P puede resultar en cambios marcados en procesos como: la movilización 
del calcio intracelular, la proliferación, la supervivencia, las respuestas frente al estrés, la 
endocitosis, la homeostasis de los tejidos, la infectividad y la reproducción. Evidencias 
recientes demostraron que estos efectos celulares también pueden ser explicados por la 
directa interacción de la S1P con diferentes blancos intracelulares. Amplia evidencia ha 
demostrado la función intracelular de S1P como segundo mensajero que incluyen acciones 
antagónicas contra efectos apoptóticos producidos por su precursor ceramida y la 
movilización el calcio intracelular del retículo endoplásmico por una vía independiente a la 
del inositol trifosfato (IP3); (Maceyka et al., 2012). Por varias décadas no habían sido 
identificados los blancos intracelulares de S1P, pero recientemente se ha demostrado que S1P 
se une y altera la función de ciertas proteínas intracelulares determinantes de diversos 
procesos biológicos. 
Bak/Bax 
Estudios recientes mostraron que S1P intracelular y su metabolito hexadecenal puede 
activar al complejo proteico conformado por BAK/BAX para promover la apoptosis (Chipuk 
et al., 2012). Este estudio demostró que, in vitro, S1P y hexadecenal interactúan físicamente 
con las proteínas BAK y BAX promoviendo su activación y la posterior liberación del 
citocromo c provocando efectos apoptóticos en células Hela, lo que demuestra que S1P no 
solo está involucrada en la supervivencia celular (modelo clásico del reóstato) sino también 
en la activación de proteínas con claros efectos proapoptóticos. 
 
 




Desacetilasas de histonas (HDACs) 
En varios tipos de células, SphK2 se encuentra principalmente localizada en el núcleo, y 
debido a la acción de PKC está puede ser fosforilada y exportada afuera del núcleo hacia el 
citosol e iniciar la activación de diversas cascadas de señalización (Ding et al., 2007). En el 
núcleo, SphK2 es físicamente asociada con la histona H3. La S1P producida por SphK2 se 
asocia a las desacetilasas de histonas HDAC1 y HDAC2 provocando la inhibición de sus 
actividades enzimáticas, previniendo la remoción de los grupos acetilo de residuos de lisina 
y por ende incrementando la acetilación de histonas, en particular en las lisinas 9 de la histona 
H3, la lisina 5 de la histona H4, y la lisina 12 de la histona H2B participando en la regulación 
de la transcripción génica. (Hait et al., 2009). La inhibición de las HDACs por la S1P es 
fisiológicamente relevante, debido a que SphK2 es detectada en los promotores del inhibidor 
de la quinasa dependiente de ciclina (p21) y c-fos produciendo el aumento de la transcripción 
de los mismos (Hait et al., 2009). Estos resultados indican que S1P producida en el núcleo 
por SphK2 puede participar en forma directa en la acetilación de histonas y como así también 
de la regulación epigenética de genes específicos. 
Factor 2 asociado al receptor TNF (TRAF2) 
El factor nuclear kappa B (NF-kB) es una proteína compleja que funciona como un factor 
de transcripción regulando la expresión génica (Alvarez et al., 2010) siendo la proteína 
TRAF2 (factor 2 asociado al receptor TNF-α) un regulador clave en la vía de señalización 
intracelular que activa NF-κB (Alvarez et al., 2010). TRAF2 es una proteína prototípica 
perteneciente a la familia de proteínas denominada TRAF que poseen un dominio N terminal 
tipo dedos de zinc que funciona como E3 ubiquitina ligasa y que cataliza la transferencia de 
ubiquitina a diferentes proteínas (Yester et al., 2011). El proceso de ubiquitinación consiste 
en marcar a las proteínas que van a ser degradadas vía proteasoma, afectando a la localización 
celular y actividad de la proteína cómo así también las interacciones con otras proteínas 
(Hayden and Ghosh, 2008). TRAF2 se une a SphK1 estimulando su actividad y generando 
S1P en el interior de la célula (Xia et al., 2002). Se ha demostrado que la producción de S1P 
por la SphK1 es un cofactor fundamental para la actividad de E3 ligasa de TRAF2 y 
consecuentemente, para la poliubiquitinación de la proteína RIP1, la fosforilación de la 
quinasa de IκB (IKK), y la degradación de IκBα, contribuyendo a la activación de NF-κB y 
la supervivencia celular (Alvarez et al., 2010). Aquellas respuestas son mediadas por S1P 




producida intracelularmente independientemente de sus receptores (Alvarez et al., 2010). 
Estos resultados dan cuenta del rol de SphK1 y su producto intracelular S1P en la vía de 
señalización de TRAF2 y en la activación de la vía del NF-κB en respuesta a los diferentes 
estímulos celulares. 
PKCδ 
SphK1 juega un rol clave en un gran número de respuestas inmunológicas, incluyendo 
sepsis (Puneet et al., 2010). La investigación sobre los mecanismos moleculares reveló que 
la proteína quinasa C delta (PKCδ) media la activación de NF-κB inducida por endotoxina. 
Estudios recientes demostraron que SphK1 recombinante incubada con esfingosina y ATP 
es capaz de producir S1P, que activa PKCδ recombinante humana in vitro (Puneet et al., 
2010). Sin embargo todavía no se ha demostrado aún unión directa de S1P a PKCδ, pero 
estos datos estarían sugiriendo que S1P se une y activa PKCδ in vivo, e implica a SphK1 
como un componente crítico y un blanco terapéutico para el denominado shock séptico 
(Maceyka et al., 2012). 
PHB2 
Prohibitina 2 (PBH2), proteína altamente conservada que regula la función y el 
ensamblado mitocondrial, fue demostrado que se puede unir a S1P tanto in vitro como in 
vivo (Strub et al. 2010). PBH2 se localiza predominantemente en la membrana mitocondrial 
interna donde forma un complejo macromolecular con PBH1 que está involucrada en la 
biogénesis de la mitocondria y el metabolismo (Artal-Sanz and Tavernarakis, 2009). Estudios 
recientes demostraron que la gran mayoría de la S1P mitocondrial es producida por SphK2. 
El proceso de respiración celular producido en la mitocondria fue reducido en ratones 
knockout para SphK2 debido a un ensamblado aberrante y actividad reducida del complejo 
IV (citocromo oxidasa) de la cadena de transporte de electrones (Strub et al., 2011), 
sugiriendo que la interacción de la S1P con la PBH2 es fundamental para el ensamblado de 
la citocromo-c oxidasa y la respiración celular (Maceyka et al., 2012). 
BACE1 
Evidencias de varios estudios han sugerido que la acumulación del péptido β-Amiloide 
(Aβ) está íntimamente relacionado con la enfermedad de Alzheimer (De Strooper et al. 2010). 
Aβ es derivado de la proteína precursora amiloidea (PPA) que es secuencialmente clivada 
por 2 proteasas, β y γ secretasas. La β-secretasa más importante es la β-Secretasa1 (BACE1). 




El clivaje extracelular de PPA por BACE1 y luego por γ secretasa dentro del dominio 
transmembrana libera el dominio intracelular de PPA y produce Aβ. Un estudio demostró 
que la inhibición de la SphK1 y 2, ya sea por un inhibidor específico, como también por 
RNAi contra SphK decreció significativamente la secreción de Aβ en células N2a de 
neuroblastoma de ratón (Takasugi et al., 2011). Asimismo la sobreexpresión de la S1P 
fosfatasa y la S1P liasa causó una fuerte reducción de los niveles de Aβ secretado. Además 
estos resultados indican que S1P intracelular se une a BACE1 modulando directamente la 
actividad proteolítica de la misma (Takasugi et al., 2011). Por otra parte está demostrado que 
SphK2 fue regulada positivamente en los cerebros de pacientes con enfermedad de 
Alzheimer. Estos resultados sugieren la existencia de cierta correlación entre S1P, SphK2, y 
la enfermedad de Alzheimer (Maceyka et al., 2012). 
Modulación del metabolismo de los esfingolípidos 
El metabolismo de los esfingolípidos es crucial en el destino celular. El balance de las 
concentraciones relativas de los diferentes metabolitos determinan las distintas respuestas 
celulares. En particular, su importancia biológica radica fundamentalmente en los 
metabolitos Cer, So y S1P. Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que en 
una línea celular epitelial renal canina llamada MDCK, la S1P es fundamental para la 
supervivencia celular de la misma y además es un modulador negativo de las enzimas SPT y 
CERS pertenecientes a la síntesis de novo de los esfingolípidos. La disminución del tono de 
síntesis de S1P con un inhibidor farmacológico selectivo de la SphK produce un aumento de 
la actividad de estas enzimas, provocando una acumulación del metabolito Cer sintetizada 
por la vía de síntesis de novo y trayendo como consecuencia un considerable incremento de 
la apoptosis en esta línea celular. El knockdown para SphK también produjo acumulación de 
Cer sintetizada de novo, provocando una gran pérdida de la viabilidad celular, similar a los 
efectos producidos por el inhibidor farmacológico. Estos efectos fueron revertidos cuando se 
inhibió la actividad de la CERS y por ende la acumulación de Cer (Nieto et al., 2008). Los 
resultados demostraron que el tono de síntesis de Cer formada de novo es controlado por la 
síntesis de S1P intracelular, sugiriendo un papel clave de la SphK en el interjuego dinámico 
del metabolismo que regula significativas respuestas celulares. 
  
 




4.3. Funciones fisiológicas de S1P 
La primera evidencia para demostrar que S1P era un lípido bioactivo provino del grupo 
dirigido por la Dra. Spiegel en 1991 (Zhang et al., 1991). Ellos descubrieron que esfingosina, 
un esfingolípido de membrana, podía ser metabolizado a S1P. S1P inhibió la diferenciación 
adipogénica modulando la expresión de varios factores de transcripción adipogénicos en la 
línea celular Swiss 3T3 e indujo pronunciadas alteraciones morfológicas de la misma (Zhang 
et al., 1991). También, S1P produjo movilización del calcio Ca2+ intracelular del retículo 
endoplásmico, sugiriendo que S1P podría tener una función clave como mensajero 
intracelular (Ghosh et al., 1990; Ghosh et al., 1994). 
Desde entonces, diversidad de funciones biológicas han sido identificadas para S1P, 
incluyendo proliferación celular, supervivencia, desarrollo, como así también, el control en 
el tráfico de células inmunitarias, la angiogénesis tumoral y la permeabilidad vascular 
(Abuhusain et al. 2013). También, la relación entre S1P y varias enfermedades ha sido 
identificada. S1P afecta al sistema inmune, al sistema nervioso, al sistema cardiovascular, y 
también ha sido implicada en condiciones patológicas que afectan a casi todos los órganos 
del cuerpo humano. Un estudio demostró que S1P incrementa el fenotipo migratorio e 
invasivo en la línea epitelial de cáncer de mama humana MCF10A (Kim et al., 2011). Otros 
estudios demostraron que tanto in vitro como in vivo S1P posee efectos quimiotácticos sobre 
macrófagos, promoviendo el reclutamiento de macrófagos al sitio inflamatorio y alterando el 
comportamiento celular del músculo liso (Keul et al., 2011). Además se demostró que cuando 
se realiza un cocultivo de macrófagos de la médula ósea y osteoblastos, S1P incrementó la 
osteoclastogénesis y estimuló la migración osteoblástica y supervivencia de los mismos (Ryu 
et al., 2006). Además la evidencia indica que S1P recluta y actúa sobre osteoblastos y células 
T para aumentar la osteoclastogénesis (Ryu et al., 2006). 
S1P es también un regulador clave en varios procesos celulares en el sistema nervioso. Un 
estudio demostró que S1P induce cambios morfológicos y en la proliferación de progenitores 
neurales humanos (Harada et al., 2004). Asimismo, se demostró que el factor de crecimiento 
neuronal (FCN) modula la extensión de las neuritas a través de la transactivación diferencial 
de S1PRs en neuronas del ganglio de la raíz dorsal (Toman et al., 2004). Otras evidencias 
demostraron que tanto a través de sus receptores como actuando como mensajero intracelular, 
S1P incrementa la excitabilidad neuronal a través de la activación de las vías intracelulares 




asociadas al factor de crecimiento neuronal (Zhang et al., 2006a; Zhang et al., 2006b). Células 
de la capa granular del cerebelo y astrocitos pueden sintetizar S1P intracelularmente y 
liberarla al espacio extracelular S1P de manera extracelular para actuar de manera parácrina 
y autócrina a través de sus receptores (Anelli et al., 2005). Dos estudios indican que S1P 
produce antinocicepción termal en el sistema nervioso central (Sim-Selley et al., 2009); sin 
embargo otros estudios indicaron que S1P es pronociceptiva en el sistema nervioso periférico 
(Camprubi-Robles et al., 2013).   
 
5. Ciclo celular 
La división celular es un proceso esencial que permite el desarrollo de un individuo 
pluricelular adulto a partir de una única célula (el zigoto), así como la regeneración de los 
tejidos, que necesitan el reemplazo de las células que van perdiendo. Durante cada división, 
una célula da lugar a dos células hijas con la misma información genética, para lo cual ha de 
completar una serie de eventos ordenados y controlados estrictamente que, en conjunto, 
reciben el nombre de ciclo celular. Durante el ciclo celular, todos los componentes de la 
célula deben duplicarse y distribuirse entre las células hijas. El DNA ha de replicarse una 
única vez en cada ciclo y de forma exacta, y las cromátidas hermanas producidas han de 
segregarse a cada una de las células hijas, lo que requiere cambios en la condensación del 
DNA y en la organización del citoesqueleto (Harashima et al., 2013). 
El ciclo celular eucariótico consta de cuatro fases: G1, S, G2 y M (Figura 9). Al conjunto 
de las fases G1, S y G2 se le denomina interfase. La replicación del DNA tiene lugar durante 
la fase S (de Síntesis), mientras que la segregación cromosómica se produce en la fase M (de 
Mitosis), la cual comprende, además de la mitosis o división nuclear, la citocinesis o división 
celular propiamente dicha. Entre las fases M y S se distinguen los periodos G1 y G2 (del 
inglés Gap, intervalo). G1 conecta la fase M con el inicio de la fase S del ciclo siguiente, y 
G2 separa la fase S de la fase M posterior. Durante estos dos periodos la célula crece y 
comprueba que los procesos de la fase anterior se han producido adecuadamente, en cuyo 
caso se permite la transición a la siguiente fase del ciclo, de ahí la importancia de las 
transiciones G1/S y G2/M (Poon, 2016). 













Figura 9. Esquema general del ciclo celular. El ciclo celular consta de 4 fases: G1, S, G2 y M. Las tres 
primeras forman la interfase. En la fase G1, la célula duplica su tamaño, sus organelas y aumenta la síntesis de 
proteínas. En el punto de restricción las células pueden abandonar el ciclo para entrar en G0 (fase quiescente) 
o pasar a la siguiente fase (fase S). La fase S se caracteriza por la duplicación del DNA, en la fase G2 continua 
el crecimiento de la célula, se empiezan a montar la maquinaria proteica para la división celular y los 
cromosomas empiezan a condensarse. La entrada en fase M se caracteriza por el desensamblaje de la envuelta 
nuclear, la separación de los cromosomas y culminando en la denominada citocinesis (división del citoplasma 
celular). 
La entrada de las células en un nuevo ciclo de división está determinada por señales externas 
y por la propia información interna de la célula, aunque las señales externas sólo afectan a la 
progresión del ciclo hasta un momento determinado de G1, conocido como punto de 
restricción, a partir del cual el control lo ejerce solamente la maquinaria del ciclo celular. En 
este período, las células sensan la disponibilidad de nutrientes y la intensidad de señales 
mitogénicas. Si el estímulo es positivo, ellas procederán a progresar en el ciclo celular y 
pasaran a la siguiente fase. El punto de restricción representa un punto de no retorno. Después 
que las células pasan el punto de restricción ya no se encontraran bajo la influencia ni de 
factores de crecimiento, ni de mitógenos y podrán entran en la fase S incluso deprivados de 
los mismos. Por el contrario, si las células reciben estímulos negativos como ser poca 
disponibilidad de nutrientes o ausencia de señales mitogénicas o estímulos para que la célula 
se diferencie, las células abandonan el ciclo, ya sea temporal o permanentemente antes de 
1-3 horas 











































pasar por el punto de restricción y pueden entrar en una fase de arresto o fase quiescente 
denominada G0 (Cheung and Rando, 2013) o bien pueden diferenciarse, entrar en 
senescencia o apoptosis (Blomen and Boonstra, 2007). 
5.1. Regulación del ciclo celular 
5.1.2. Puntos de control en el ciclo de división celular 
 
La célula puede detener su proliferación si detecta cualquier tipo de irregularidad que 
amenace su integridad. Para asegurar una progresión correcta a lo largo del ciclo celular, las 
células han desarrollado una serie de puntos de control o “checkpoints” que son vías de 
señalización que aseguran la estabilidad, la correcta replicación y la distribución adecuada 
del material genético en las células y que impiden a la célula entrar en una nueva fase del 
ciclo si la anterior no se ha completado correctamente (Hartwell and Weinert, 1989). Son los 
mismos mecanismos de control que propician la progresión a lo largo del ciclo, los que 
también participan en su bloqueo. Por ejemplo, las células se tienen que asegurar de haber 
alcanzado el tamaño homeostático adecuado que el DNA se duplica sin errores o que la 
segregación cromosómica se produzca de manera correcta (punto de control del correcto 
ensamblaje del huso mitótico). 
La regulación del ciclo se ejerce en tres puntos bien definidos, que dependen en su 
conjunto de las condiciones ambientales más favorables (nutrientes, temperatura, sales) y la 
presencia de factores de crecimiento celular necesarios. Los dos puntos de control principales 
se sitúan en la interfase, concretamente en las transiciones de G1 a S, de G2 a M (mitosis) y 
también en la mitosis propiamente dicha (Harashima et al., 2013) (Figura 10).  
El punto de control de la transición G1/S permite que la célula se asegure de que el medio 
para su proliferación sea adecuado, que el DNA se encuentre intacto y que la célula se 
encuentre con el tamaño adecuado antes de pasar a la fase S para que pueda duplicarse sin 
errores (punto de control del daño al DNA o punto de restricción en mamíferos, que fue 
explicado anteriormente). Este punto de control es activado cuando se producen roturas o 
alteraciones en la estructura normal de la cadena del ADN, con el fin de detener el ciclo 
celular y proceder a su reparación, si es posible. De este modo se evita la transmisión de 
mutaciones a las células hijas, contribuyendo al mantenimiento de su estabilidad genómica 
(Smits and Gillespie, 2015). Una vez que una célula pasa el punto de control G1, se ha 




comprometido a dividirse y comienza a replicar su ADN (fase S), un paso irreversible en el 
camino hacia la mitosis. Para asegurarse de que la división celular no tenga problemas 
(produzca células hijas sanas con ADN completo, sin daños), la célula tiene un punto de 
control adicional antes del inicio de la fase M, llamado el punto de control G2/M (punto de 
control de replicación). Este punto de control ocurre al final de G2, antes del inicio de la 
mitosis. En esta etapa, la célula revisa principalmente la condición de su ADN y verifica su 
Integridad y que se haya replicado por completo. Este punto de control garantiza que las 
células no ingresen en la fase de mitosis hasta que no se haya reparado el DNA y se complete 
su replicación (Thomasova and Anders, 2015). 
El tercer punto de control (punto de control del huso mitótico) se ejerce durante la 
mitosis, entre la metafase (cromosomas condensados dispuestos en el plano ecuatorial de la 
célula) y la anafase (separación de las cromátidas hermanas unidas al huso mitótico hacia 
cada polo celular). Asegura que la célula no se divida si hay errores en la formación del huso 
acromático, en la alineación de los cromosomas en la placa ecuatorial favoreciendo así la 
correcta segregación cromosómica en mitosis y evitando la aparición de aneuploidías 
(ausencia o exceso de cromosomas). La activación de este punto de control provoca la 
detención del ciclo celular como consecuencia de la inhibición del complejo promotor de la 
anafase o ciclosoma (APC/C) (Cedeno et al., 2016). 
Gracias a este triple control, las células sólo inician una nueva fase de división cuando se 
han cumplido las condiciones necesarias en cada punto y se ha finalizado la fase anterior. 
Cada punto de control actúa a modo de freno de la etapa previa. Cualquier circunstancia 
anormal en uno de ellos hace cesar la división y la consiguiente proliferación celular. Estos 
puntos actúan en respuesta a determinadas señales celulares, tales como hipoxia, citoquinas, 


























5.2. Proteínas que controlan el ciclo celular 
 
Los organismos eucariotas disponen de complejos mecanismos de control, que les 
permiten asegurar una correcta ejecución de los procesos anteriormente descriptos. Así, en 
la progresión precisa y ordenada a lo largo de cada una de las fases del ciclo, juegan un papel 
central un grupo de serina-treonina quinasas llamadas Cdks (del inglés Cyclin-dependent 
kinases, quinasas dependientes de Ciclinas) (Morgan, 1997). La activación de estas 
subunidades catalíticas pasa principalmente por su asociación con proteínas reguladoras 
llamadas Ciclinas, cuyos niveles de expresión, a diferencia de los de las Cdks, fluctúan a lo 
largo del ciclo (Sherr and Roberts, 2004). Gracias a estas variaciones en la concentración de 
las Ciclinas, se consigue una activación secuencial de cada uno de estos complejos 
heterodiméricos Cdk-Ciclina, clave para un avance ordenado a lo largo del ciclo. 
Aunque existen otros mecanismos reguladores de la actividad quinasa, todos ellos han 
sido concebidos para generar cambios rápidos y persistentes en dicha actividad por procesos 
de retroalimentación capaces de producir estos cambios una vez que se haya alcanzado un 
cierto umbral crítico. Simplificando podríamos considerar al ciclo celular como el producto 
de un programa de activaciones e inactivaciones súbitas de las Cdks que aseguraran el avance 
unidireccional del proceso (Abreu Velez and Howard, 2015).  
Figura 10. Puntos de control del ciclo celular. 
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En las células eucariotas, las Cdks están implicadas en el control de la progresión del ciclo 
celular, la transcripción y algunas funciones neuronales (como Cdk5). Las Cdks son 
serina/treonina quinasas y constituyen la subunidad catalítica de un heterodímero, formado 
también por una subunidad activadora, la ciclina. Según el modelo clásico del ciclo celular, 
varias Cdks participan en su regulación en células de mamíferos, de modo que Cdk4 y Cdk6 
están implicadas en la regulación de G1, Cdk2 regula principalmente la entrada y progresión 
por la fase S, y por último, Cdk1 es necesaria para la entrada y la progresión por las primeras 
etapas de la mitosis (Hydbring et al., 2016). Sin embargo, estudios recientes han puesto de 
manifiesto la existencia de redundancia funcional entre las distintas Cdks en células de 
mamíferos (en ratones), ya que sólo Cdk1 parece esencial para la regulación del ciclo celular 
básico, si bien el resto de Cdks son necesarias para la proliferación de algunos tipos celulares 
específicos.  
Las Cdks están sometidas a una regulación muy fina que permite que, pese a mantener sus 
niveles proteicos constantes durante el ciclo celular, su actividad fluctúe a lo largo del mismo. 
Las Cdks por si solas no presentan actividad quinasa, necesitan formar un complejo con la 
ciclina, pero la activación de la holoenzima (complejo Cdk-ciclina) requiere, además, la 
fosforilación de un residuo clave en el lazo de activación (T-loop) de la Cdk (mediado por 
CAK, del inglés Cdk-activating kinase, quinasa activadora de Cdk). La actividad de los 
complejos Cdk-ciclina puede ser inhibida de varias formas, incluyendo la ubiquitinación y 
posterior degradación proteolítica de las ciclinas, la presencia de proteínas inhibidoras de tipo 
CKI (del inglés, Cyclin-dependent kinase inhibitor, inhibidores de Cdks), y procesos de 
fosforilación-desfosforilación de las Cdks (Bendris et al., 2015). La fosforilación inhibidora 
depende de las quinasas Wee1 y Myt1, quienes fosforilan los residuos adyacentes de treonina 
y tirosina presentes en el dominio de unión a ATP de la Cdk. La fosforilación de estos 
residuos puede ser revertida por las fosfatasas Cdc25 (Cdc25A, Cdc25B o Cdc25C) que 
defosforilan estos residuos y actuando como reguladores positivos de los complejos Cdk-































































Figura 11. Regulación de los complejos ciclina-Cdk: adaptado de Alberts 2008 5ta edición. 








Los principales reguladores positivos de las Cdks son las ciclinas, el nombre de este grupo 
de proteínas se debe tal como se explicó anteriormente a que su concentración en la célula 
fluctúa de acuerdo con la etapa del ciclo celular, de modo que están presentes en una etapa 
concreta y desaparecen durante el resto del ciclo. Existen numerosas ciclinas; las principales 
en humanos son las ciclinas A, B, D y E. La función exacta de otras ciclinas (C, F, G, H e I) 
es poco conocida; la ciclina F parece estar implicada en el control de la transición entre las 
fases S y G2 (Bendris et al., 2015). 
Las alteraciones cíclicas de las concentraciones de ciclinas contribuyen a la formación y 
la activación cíclica de los complejos ciclina-Cdk; a su vez, la activación de estos complejos 
desencadena diversos procesos del ciclo celular, como el ingreso en la fase S o en la M. 
Dependiendo de la fase del ciclo en la que aparecen y la Cdk a la que se asocian, se distinguen 
cuatro tipos de ciclinas   (Figura 12) 
- Ciclinas de G1: Son aquellas que intervienen regulando el punto de control G1/S. En 
humanos pertenecen a este grupo las ciclinas del tipo D (D1, D2, D3, D4) y promueven el 
paso por el punto de restricción, lo que conlleva la entrada de la célula en un nuevo ciclo 
celular. Estas mismas son las que se asocian a Cdk4 y Cdk6 durante G1. Se sintetizan durante 
la fase G1 (por ejemplo, al entrar la célula en el ciclo desde G0) y su concentración celular 
se regula por la transcripción. Debido a su rápida degradación, tienen una vida media corta 
(unos 25 minutos). El balance entre síntesis y degradación hace que aparezcan en la fase G1 
y desaparezcan durante la fase S (Poon, 2016). 
- Ciclinas de G1-S: La ciclina E asociada a Cdk2, que es requerida para el inicio de la 
replicación del DNA. Esta ciclina presenta la misma vida media que la ciclina D, pero 
empieza a sintetizarse más tardíamente (específicamente en la llamada fase G1 tardía) al 
igual que su degradación que se da en la mitad de la Fase S (Alt et al., 2000; Diehl et al., 
1998). 
- Ciclinas de fase S: Permiten la progresión por la fase S. Ciclina A, que se asocia a Cdk2 y 
Cdk1. Esta ciclina se sintetiza al final de la fase S y se degrada durante la mitosis (Girard et 
al., 1991). 




- Ciclinas mitóticas: Son responsables de la mitosis. La ciclina A y, sobre todo, las ciclinas 
B cuando se asocian a Cdk1. En este caso se sintetizan durante las fases previas a la mitosis 
(S o G2) y se degradan rápida y específicamente durante la mitosis (Poon, 2016). 
Como se mencionó anteriormente, los niveles de las ciclinas no son constantes a lo largo 
de cada una de las fases del ciclo celular, sino que se ven sometidas a un proceso de síntesis 
y degradación, esta última dado por el sistema de ubiquitinación y posterior degradación 
proteosomal, dentro de cada período. Este hecho resulta de fundamental importancia, ya que, 
de esta manera, se logra la regulación de la forma activa de las Cdks para así poder fosforilar 
a sus sustratos, generalmente relacionados con el inicio o la regulación de sucesos 
importantes dentro del ciclo celular. Las ciclinas poseen la capacidad de dirigir a las Cdks al 
núcleo, dado que, a diferencia de estas últimas, contienen señales de localización nuclear 









































Figura 12. Patrón de actividad de las Cdks y concentración de las ciclinas en las distintas 
fases del ciclo celular: Adaptado de Lodish 2005 5ta edición. 




5.2.4. Reguladores negativos de las Cdks: CKIs 
 
Las proteínas inhibidoras de Cdks (CKIs) participan en la detención del ciclo celular 
producida en respuesta a señales intrínsecas y/o extrínsecas al propio ciclo, como las 
relacionadas con procesos de senescencia, inhibición por contacto, activación de un punto de 
control o control de comprobación del ciclo celular o señales antiproliferativas (como el 
mantenimiento en fase quiescente de los progenitores neurales) (Hay and Zuk, 1995). 
En células de mamíferos se han descrito dos familias de CKIs: CIP/KIP (del inglés Kinase 
Inhibitor Protein, proteína inhibidora de quinasa) que incluye a p21Cip1, p27Kip1 y p57kip2, 
y la familia INK4 (del inglés Inhibitor of Cdk4, inhibidor de Cdk4) que comprende a p15INK 
4b, p16INK4a, p18INK4c y p19INK4d. Los miembros de la familia INK4 inhiben 
específicamente a Cdk4 y Cdk6 cuando se encuentran en forma de monómeros, mientras que 
las proteínas de la familia CIP/KIP bloquean la actividad quinasa al unirse a los complejos 
Cdk-ciclina y presentan un espectro más amplio, ya que reconocen los complejos Cdk2-
ciclina E, Cdk2-ciclina A, Cdk1-ciclina A, Cdk1-ciclina B y, posiblemente Cdk4-ciclina D 






















Familias de inhibidores de las quinasas y función inhibidora 





















Preferentemente sobre complejos 
Cdk-ciclina de G1 y S. 
En menor medida sobre los 
complejos Cdk1-ciclina de G2. 
Específicamente sobre los 
complejos de ciclinas de fase G1 
con Cdk4 o Cdk6, pues compiten 
con las ciclinas de tipo D.  




5.2.5. Proteína del retinoblastoma (pRb) 
 
A medida que, en respuesta a señales mitogénicas, se van incrementando los niveles de 
los complejos Cdk4,6-Ciclina D y su estabilidad, comienza la fosforilación de distintos 
sustratos cuya modificación postraduccional es fundamental para la salida de la fase G1. Los 
principales sustratos de Cdk4/6 y Cdk2 en la progresión de la fase G1 son los miembros de 
la familia de proteínas del retinoblastoma (a la que llamaremos genéricamente Rb) que 
comprende tres miembros: Rb, p107 y p130 (Dick and Rubin, 2013). Estas moléculas 
funcionan como sitios de anclaje para una serie de proteínas que deben ser fuertemente 
reguladas durante el ciclo celular. Por ejemplo, la proteína Rb regula la actividad de una serie 
de factores de transcripción denominados E2F de los que depende la expresión de una batería 
de genes cuyos productos son necesarios, entre otras cosas, para la entrada en la fase S (Chen 
et al., 2009). En su forma hipofosforilada y activa, Rb se encuentra interaccionando y 
bloqueando la actividad transactivadora de los factores E2F, a la vez que recluta también 
diversas moléculas represoras, como HDACs y complejos implicados en la remodelación de 
la cromatina (SWI/SNIF), posicionándolos sobre las regiones promotoras de los genes 
controlados por E2F (Henley and Dick, 2012). Se ha visto que, sin estos componentes 
adicionales, la función represora de Rb no es del todo completa (Dick and Rubin, 2013).  
Este macrocomplejo represor es fosforilado en la fase G1 por los complejos Cdk4,6-
Ciclina D dejando a la proteína en su isoforma hipofosforilada, dónde la misma se disocia 
parcialmente, perdiendo afinidad por las HDAC a la vez que disminuye ligeramente también 
su afinidad de interacción con E2F (Poon, 2016). Más tardíamente a la expresión de la ciclina 
D1, comienza a sintetizarse la ciclina E, la segunda Ciclina de la fase G1. La ciclina E se 
asocia con CdK2 formando el complejo CdK2-ciclina E que fosforila a Rb en sus otros sitios 
de fosforilación  dejándola en su isoforma hiperfosforilada, este hecho produce la liberación 
del factor de transcripción E2F que permite la activación de genes para la entrada en la fase 
S y el aumento de la de transcripción de la ciclina E (loop regulatorio), así se establece una 
retroalimentación positiva entre la liberación de E2F y el incremento en los niveles de Ciclina 
E (Mittnacht, 1998; Sherr and Roberts, 1999) (Figura 13). Otro hecho de fundamental 
importancia para el pasaje de la fase G1 a la fase S es la degradación proteosomal de la ciclina 
D en el comienzo de la fase S. La ciclina D se acumula en el núcleo durante la fase G1 y 
desaparece del núcleo localizándose en el citoplasma durante el comienzo de la fase S cuando 




el ADN se empieza a replicar. Esto hecho se produce debido a que la proteína quinasa GSK3-
β (Glucógeno sintasa quinasa 3 beta) en el núcleo fosforila a la ciclina D en la Thr-286 
produciendo la rápida salida de la misma del núcleo hacia el citoplasma dónde es 
ubiquitinada para posteriormente ser degradada en el proteasoma (Diehl et al., 1998). Cuando 
la degradación de la ciclina D no ocurre, diversos estudios han demostrado que se produce la 
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5.3. Fase S, transición G2/M y mitosis 
En el escenario molecular de elevada actividad de E2F y altos niveles de Rb fosforilado, 
la célula prosigue su avance a través del ciclo celular y entra en la fase S. Durante este 
periodo, se inicia la duplicación centriolar, que se prolongará durante la fase G2 y se 
producirá la replicación del contenido genético. Al mismo tiempo, los complejos 
prereplicativos se activan, en parte por su asociación con factores de replicación adicionales 
como Cdc45 y GINS. Las Cdks disparan entonces el desensamblaje de los complejos pre-
replicativos (pre-RC) fosforilando a Cdc6 y Cdt1 y como consecuencia de ello bloqueando 
la formación de novo de pre-RC durante S y G2, asegurándose así una única ronda de 
replicación del DNA por ciclo (Poon, 2016; Tsujimoto et al., 2001). 
Desde un punto de vista bioquímico, los niveles de la Ciclina E empiezan a decaer 
fundamentalmente por su degradación proteolítica. Se han identificado dos rutas implicadas 
en este proceso mediadas por el sistema ubiquitina-proteasoma. Por un lado, la ubiquitina 
ligasa Cul3 es capaz de dirigir la destrucción de monómeros de Ciclina E, no asociados a 
Cdk2 y con independencia del estado de fosforilación de la Ciclina (Singer et al., 1999). Una 
segunda ubiquitina ligasa, SCF, conjugada con la proteína F-box, Cdc4 (también conocida 
como Fbw7 y Ago), contribuye igualmente a la degradación proteolítica de la Ciclina por la 
vía del proteosoma (Brandt et al., 2011). Esta segunda ruta precisa de la fosforilación de 
diferentes residuos localizados en la propia Ciclina, necesarios para que su interacción con 
Cdc4, libre o unida a Cdk2, sea posible y pueda de este modo ser ubiquitinada. 
El lugar dejado por la Ciclina E empieza a ser ocupado por una nueva familia de Ciclinas, 
las de tipo A (A1 y A2), capaces de asociarse a las quinasas Cdk2 y Cdk1 para formar 
complejos activos (Fung and Poon, 2005). A medida que los niveles de expresión de la 
Ciclina A comienzan a incrementarse, participa una proteína denominada Emi1. Este 
polipéptido es capaz de asociarse a las moléculas adaptadoras Cdh1 y Cdc20 bloqueando su 
interacción activadora con el macrocomplejo promotor de la anafase (APC), ubiquitín ligasa 
que participa mayoritariamente en la destrucción de varios reguladores del ciclo celular como 
ser las Ciclinas mitóticas A y B (Hsu et al., 2002). La Ciclina B sucede a la Ciclina A, 
presente hasta la transición G2/M, e interacciona únicamente con Cdk1. Aunque la Ciclina 
B está presente desde las fases S y G2 del ciclo, no es hasta la transición G2/M cuando se 
vuelve activa. La pérdida de fosforilaciones inhibidoras y su translocación al núcleo por 




inactivación de una secuencia de retención citoplasmática permiten a la incipiente asociación 
Ciclina B-Cdk1 empezar a fosforilar un amplio número de sustratos. La ruptura de la 
membrana nuclear, la condensación cromosómica y la formación del huso acromático, son 
algunos ejemplos de procesos con implicación directa de la Ciclina B (Malumbres and 
Barbacid, 2005). Finalmente, la activación de APC en la transición metafase-anafase 
promueve el descenso de los niveles de Ciclina B y el decaimiento progresivo de su actividad 
quinasa asociada, necesarios para la salida de mitosis (Harper et al., 2002). En este contexto 
la célula, dependiendo de las condiciones extracelulares, afrontará el inicio de un nuevo ciclo 
de división mitótica o por el contrario como bien se mencionó anteriormente las células 
pueden salir del ciclo celular y entrar en fase G0, dónde pueden permanecer en reposo 
(quiescencia) (Yao, 2014) pero pudiendo volver a reentrar al ciclo con la presencia de 
factores de crecimiento o bien, las células pueden quedarse en la fase G0 de manera 
permanente sin poder volver a reingresar al ciclo celular, siendo este el caso de las células 
que van a sufrir diferenciación celular (Cheung and Rando, 2013). Las células que van a 
diferenciarse, son células que detienen su proliferación, es decir salen del ciclo celular sin 
poder reentrar al mismo para poder diferenciarse en células especializadas en alguna función. 
 
6. Diferenciación celular: morfogénesis epitelial 
La morfogénesis es un proceso que incluye una primera etapa de proliferación celular, 
seguida de una etapa de organización tisular. La organización tisular comienza con el 
establecimiento de uniones célula-célula. En el caso de la diferenciación de células epiteliales 
la organización tisular puede conducir a la formación de túbulos. La tubulogénesis incluye 
una etapa de polarización celular, entendiéndose por tal la presencia de dos dominios de 
membrana, el dominio apical y el dominio baso lateral. Las superficies apicales y baso 
laterales tienen distintas funciones y su composición en lípidos y proteínas es diferente. 
Desde el punto de vista de la composición lipídica de las biomembranas, el contenido de 
esfingolípidos es el parámetro más importante para la definición de la asimetría celular 
(Rodriguez-Boulan and Macara, 2014; van Meer et al., 2008). Subsecuente a la adquisición 
de la polaridad ápico-lateral y la formación de complejos de unión célula-célula, las células 
epiteliales deben formar un espacio luminal. Como se genera ese espacio luminal es una 
pregunta crucial en la morfogénesis. Diferentes sistemas celulares siguen una serie de eventos 




similares para generar túbulos, estas etapas incluyen biogénesis de membrana apical y 
formación de lumen. El mecanismo de la formación del lumen requiere muerte celular, la 
cual elimina células dentro de la cavidad luminal (Zegers, 2014). Dos mecanismos básicos 
se han propuesto para la formación de la cavidad celular: ahuecamiento y cavitación. En el 
primero, el espacio luminal es formado por separación de membranas, mientras que en la 
cavitación el lumen es generado por apoptosis de las células ubicadas en el medio de la 
estructura (Zegers, 2014). Para originar la arquitectura del tejido, la polaridad de cada célula 
debe estar coordinada. Todas las células deben estar orientadas de manera que sus superficies 
apicales se encuentren hacia el lumen central (Marciano, 2017). Un evento crucial para la 
separación de membranas y la formación del lumen es la presencia de factores anti-adhesivos 
en la superficie apical, para prevenir la adhesión de las células adyacentes. Este proceso está 
mediado por la secreción de grandes glicoproteínas transmembrana o polisacáridos que 
podrían inducir la separación de las membranas por impedimento estérico de las adhesiones 
célula – célula, y/ o servir como plataforma para la formación de un espacio luminal. En el 
caso particular de las células de los túbulos colectores renales, la proteína apical gp135, 
también llamada podocalyxina es una proteína transmembrana ligada al citoesqueleto celular 
(Meder et al., 2005), particularmente esta sialomucina mantiene el espacio urinario abierto 
debido a que su dominio extracelular actúa como una “anti-adhesina” (Strilic et al., 2010), 
incitando la repulsión entre las membranas plasmáticas de células adyacentes, generando el 
espacio intracelular que da lugar a la formación del lumen (Bryant et al., 2014). La generación 
de polaridad celular, conlleva cambios en la arquitectura celular, los que a su vez están 
regidos por cambios en el citoesqueleto celular entre los cuáles está la inducción de la 
reorganización de la red de F-actina, la adquisición del fenotipo esférico y separación de las 
células de la matriz extracelular siendo estos fundamentales en la mantención de la polaridad 
del tejido epitelial (Pasti and Labouesse, 2014). En el tejido epitelial las células están muy 
unidas entre sí como consecuencia de la fuerte adhesión intercelular existente, generada por 









6.1. Adhesión celular 
 
Los tejidos epiteliales consisten en láminas continuas de células que revisten y protegen 
el interior de los órganos, cavidades y canales del organismo. Las uniones intercelulares 
proporcionan la cohesión, la permeabilidad selectiva y la resistencia características del tejido 
epitelial siendo necesarias para dar al epitelio la integridad estructural y la actividad celular 
fundamental para llevar a cabo sus funciones específicas (Guillot and Lecuit, 2013). Las 
interacciones célula–célula y célula-matriz extracelular intervienen en la formación de los 
dominios de membrana apical y basolateral (St Johnston and Ahringer, 2010). Estos 
dominios, estructural y funcionalmente distintos, están caracterizados por la expresión 
diferencial de proteínas, lípidos y estructuras de anclaje célula-célula que se disponen de 
manera asimétrica en el eje basal-apical y que determinan tanto el destino celular como su 
fenotipo (Martin-Belmonte and Mostov, 2008). 
 
6.2. Tipos de uniones intercelulares 
 
La adhesión entre células epiteliales está mediada, de forma general en mamíferos, por 
tres tipos de uniones: las uniones estrechas (tight junctions), las uniones adherentes (adherens 
junctions) y los desmosomas (desmosomes), las cuales constituyen el complejo de unión 














Figura 14. Complejo de unión intercelular. (A) representación de los tres tipos de uniones presentes 
en las células epiteliales: en la zona más apical encontramos primeramente las uniones estrechas, 
después las uniones adherentes y por último a los desmososmas. (B) Imagen obtenida por microscopía 
electrónica dónde se pueden ver detalles de la ultraestructura de estas uniones entre dos células de 
epitelio intestinal de ratón. Adaptado de (Perez-Moreno et al., 2003) 




6.2.1. Uniones estrechas (tight junctions) 
 
Las uniones estrechas (tight junctions) son los contactos más íntimos conocidos entre 
células y forman una especie de cinturón continuo situado en una estrecha franja en la zona 
más apical de la superficie lateral de células epiteliales adyacentes, creando un sellado 
paracelular continuo entre los compartimentos apical y basolateral. Estas uniones forman una 
barrera de difusión entre las células que regula el paso de iones, agua y algunas 
macromoléculas a través del espacio paracelular, restringiendo de esta forma también la 
difusión lateral de lípidos y proteínas entre los distintos dominios de la membrana y 
contribuyendo de forma importante al mantenimiento de la asimetría basal-apical. 
Adicionalmente, se ha descrito que las uniones estrechas juegan un papel importante en la 
organización de procesos como la morfogénesis, polaridad celular, proliferación y 
diferenciación celular (Balda and Matter, 2016). 
Estas uniones están formadas por proteínas integrales de membrana como las ocludinas y 
claudinas como también por proteínas de adhesión múltiple como los miembros de la 
superfamilia de inmunoglobulinas JAM1-4, que enlazan el espacio apical entre dos células 
vecinas formando una barrera de difusión intercelular (Balda and Matter, 2016). La primera 
proteína citoplasmática que interaccionaba con las claudinas y ocludinas que se identificó 
fue ZO-1, posteriormente se descubrieron otras proteínas también citoplasmáticas que 
interaccionan con ZO-1 como ser: ZO-2, ZO-3, simplecina, PAR3, PAR-6, AF6 y cingulina 
entre otras (Mitic et al., 2000). Además, estas proteínas sirven de puente entre las proteínas 
integrales de membrana y el citoesqueleto de actina, y también como adaptadores para el 
reclutamiento molecular implicado en señalización celular (Shin et al., 2006). El inicio del 
ensamblaje de las uniones estrechas está modulado por el calcio extracelular y las uniones 
adherentes (Siliciano and Goodenough, 1988). Recientes estudios han demostrado que 
diferentes proteínas implicadas en el tráfico de membranas, como son la familia de Rab-
GTPasas (específicamente Rab 13) son reclutadas a las uniones célula-célula desde un pool 
citosólico regulando negativamente la formación de la unión estrecha (Sheth et al., 2000). 
Estudios han demostrado que la expresión constitutiva de la misma inhibe el tráfico de las 
proteínas claudinas, ocludinas y ZO-1 hacia la membrana plasmática (Marzesco et al., 2002; 
Morimoto et al., 2005).  























6.2.2. Uniones adherentes (adherent junctions) 
 
Las uniones adherentes se establecen entre células adyacentes de la mayoría de los tejidos 
humanos, en forma de contactos puntuales o asociadas en cintas alrededor de las células 
(adhesion belts). A través de estas uniones se ponen en contacto los citoesqueletos de las 
células vecinas confiriendo, de esta forma, resistencia mecánica al tejido y proporcionando 
puntos de anclaje para los propios movimientos del citoesqueleto (Cavey and Lecuit, 2009). 
Las glicoproteínas transmembrana que forman los contactos homotípicos en las uniones 
adherentes son las cadherinas, Las cadherinas constituyen una superfamilia de proteínas 
transmembranas (descritas alrededor de 80 miembros), siendo la E-cadherina (E-cadh) la más 
abundante del tejido epitelial (Gooding et al., 2004) e imprescindible para el correcto 
establecimiento de las uniones adherentes ya que se ha visto que células que no poseen una 
E-cadh funcional son incapaces de mantenerse unidas (Bondow et al., 2012). Para su correcta 
funcionalidad la E-cadh requiere interaccionar con los filamentos del citoesqueleto de actina 
Figura 15. Estructura molecular de las tight junctions. Representación de las diferentes proteínas 
que forman la tight junction. ZO-1, ZO-2, ZO-3, AF6, PAR6, PAR3, MAGIs, MUPP-1 y α-catenina 
(proteínas adaptadoras). Rab13, Rab3B y simplecina (proteínas regulatorias). Ocludina, claudina, 
tricelulina y JAM: molécula adhesiva de unión (proteínas transmembrana). Actina y miosina (proteínas 








(F-actina). Esta interacción es a través de las proteínas citosólicas denominadas cateninas: α, 
β y γ (también llamada plakoglobina). En las uniones adherentes, la E-cadh se une por su 
extremo citosólico a la región central de la β-catenina o γ-catenina quién, por su región amino 
terminal, interacciona con el dominio amino terminal de la α-catenina. A su vez, la α-catenina 
se une a través de su extremo carboxilo terminal a los filamentos del citoesqueleto de actina 
(Figura 16). La capacidad de mediar la adhesión intercelular de las cadherinas depende de la 
presencia de calcio (Gopal et al., 2016). Por otra parte otra catenina, la p120, también 





















La amplia evidencia existente indica que las uniones adherentes van más allá de la mera 
adhesividad intercelular, la citoarquitectura epitelial o mecánica de los tejidos. El hecho de 
que las cateninas están implicadas en la transducción de señales (McCrea and Gottardi, 2016) 
hace que las uniones adherentes sean fundamentales en procesos como la inhibición por 
Figura 16. Uniones adherentes (adherent junctions): unión célula-célula mediada por E-
cadherina.  Los homodímeros de E-cadh expresados sobre la membrana plasmática de células 
adyacentes. El dominio N-terminal de la molécula de E-cadh contiene otro dominio que interactúa con 
las otras moléculas de E-cadh de las células adyacentes. El dominio intracelular de Ecadh interactúa 
directamente con la β-catenina al igual que con γ-catenina y P120. Tanto γ como β-catenina interactúan 
directamente con α-catenina, siendo esta última la que interactúa directamente con el citoesqueleto de 
actina. Adaptado de (Christofori and Semb, 1999). 




contacto, en el que las células epiteliales dejan de proliferar cuando forman los contactos 
adecuadamente y transitan hacia la morfogénesis y la diferenciación celular (Lecuit and 
Lenne, 2007). 
 
7. Elección del modelo de estudio 
 
El modelo experimental utilizado para el desarrollo de este trabajo de investigación es el 
cultivo de células MDCK, ya que son células derivadas de túbulos colectores renales que 
preservan la capacidad de alcanzar el fenotipo de células epiteliales totalmente maduras 
cuando son cultivadas por 72 hs postconfluencia, desarrollando superficies apicales y 
basolaterales y expresando marcadores de célula epitelial diferenciada (Hay and Zuk, 1995; 
Yoder et al., 2002). Otro hecho de importancia reside en que las células MDCK pueden 
formar monocapas y mantener la estructura epitelial por varios días tal como las células de 
la médula renal propiamente dicha (Gaush et al., 1966). Todas estas características hacen que 
las células MDCK sean el mejor modelo in vitro y el más usado para el estudio de la 



















El objetivo general propuesto en la presente tesis doctoral es estudiar la participación 
de la SphK en la determinación del destino celular de las células epiteliales que forman 
los túbulos colectores renales. Por lo que la hipótesis de trabajo es que la inhibición 
controlada de la SphK produce una disminución de la proliferación celular facilitando el 
tránsito desde el estado proliferativo hacia un estado de mayor grado de diferenciación 
celular. 
Objetivos específicos 
En la presente tesis doctoral se abordaron los siguientes objetivos específicos: 
 Caracterizar el comportamiento de las células MDCK analizando el crecimiento de 
las mismas a diferentes tiempos en condiciones de proliferación no estimulada. 
 
 Evaluar el efecto de la inhibición controlada de la SphK sobre la proliferación celular, 
analizando en este proceso el metabolismo de los esfingolípidos. 
 
 Estudiar el efecto de la inhibición controlada de la SphK sobre el ciclo celular. 
 
 
 Analizar el efecto de la inhibición controlada de la SphK sobre la diferenciación de 
células tubulares renales, evaluando las consecuencias morfológicas que se producen 












1. Almacenamiento y mantenimiento de la línea celular 
Para la realización del siguiente protocolo experimental se utilizó una línea celular de 
túbulo colector renal canino (MDCK) obtenida de American Type Culture Collection. 
Para preservar la integridad celular, los viales fueron conservados en nitrógeno líquido, 
por lo que en un primer momento se procedió a descongelar el criovial, expandirlo y congelar 
de nuevo para obtener stocks celulares originales. La congelación de células para su 
preservación en nitrógeno líquido requirió la utilización de dimetilsulfóxido (DMSO), agente 
crioprotector que evita la formación de cristales de hielo. Así las células expandidas fueron 
tripsinizadas, centrifugadas y resuspendidas en criotubos a razón de 1.106- 2.106 células en 
1ml conformada por las siguientes proporciones de compuestos: 75% de medio DMEM-F12 
completo, compuesto por Dulbecco´s Modified Eagle Médium-Nutrient Mixture F-12 
(Gibco), 20% de Suero Fetal Bovino (SFB) (Natocor), 100 IU/ ml de penicilina, 
estreptomicina 100 µg/ml (Gibco) y 5% de DMSO por criovial. 
Una vez congelados los crioviales se sacaron del freezer a -70°C y se guardaron en un 
tanque de nitrógeno líquido, hasta su utilziación. 
2. Descongelado de células 
El protocolo comenzó cuando se descongelaron células mantenidas en nitrógeno líquido, 
realizándose el descongelado del criovial de células de la siguiente manera: En un tubo falcon 
de 15 ml se pusieron 3 ml de medio DMEM-F12 completo, compuesto por Dulbecco´s 
Modified Eagle Médium-Nutrient Mixture F-12 (Gibco) suplementado 10% de Suero Fetal 
Bovino (SFB) (Natocor), 100 IU/ ml de penicilina y estreptomicina 100 µg/ml (Gibco). 
Posteriormente se descongeló un criovial que fue atemperado a 37 °C en baño termostatizado, 
luego las células fueron introducidas en el tubo falcon que contenía los 3ml de medio D-
MEM- F12 completo y centrifugadas durante 10 minutos a 5000 rpm, se descartó el 
sobrenadante quedándose con el pellet, el cual se resuspendió en 2 ml medio DMEM-F12 
completo. 
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3. Recuento celular y determinación de la viabilidad celular 
Una vez resuspendidas, se determinó el número de células totales mediante el conteo en 
cámara de Neubauer. La viabilidad celular se evaluó por el ensayo de exclusión de azul de 
trypan. Se preparó una mezcla colocando en un tubo eppendorf 4 partes de solución acuosa 
de tripán (Mallinckrodt) al 0,2% y una parte de solución salina de NaCl al 4,25%. Por otra 
parte se tomó un volumen de la suspensión celular en un tubo eppendorf y a este tubo se le 
agregó igual volumen de la mezcla previamente mencionada, se resuspendió y se la colocó 
en la cámara de Neubauer. El recuento se realizó de la siguiente manera: se contaron las 
células presentes en cada uno de los cuadrantes que tiene la cámara, la cámara posee 4 
cuadrantes que a su vez cada cuadrante presenta 4 subdivisiones, Una vez contadas las células 
en los 4 cuadrantes se realizó el siguiente cálculo: se promediaron los recuentos de células 
de los 4 cuadrantes, se multiplicaron por 2 debido a la mezcla estaba formada por 20 µl de la 
resuspensión + 20 µl de la mezcla, se multiplicó por 10.000 obteniéndose el número de 
células totales existentes en un 1militro. La viabilidad celular se determinó contando el 
número de células viables (no coloreadas) y no viables (coloreadas), con estos dos datos se 
calculó el porcentaje de viabilidad como el número de células viables/ número de células 
totales x 100. 
4. Puesta a punto del número de células y la concentración de los 
inhibidores de SphK para establecer la condición experimental de trabajo 
 
Una vez realizado el recuento, se colocaron las células en un frasco de cultivo flask (marca 
TPP de 25 cm2) 700.000 células en 8 ml de medio DMEM-F12 completo por espacio de 72 
hs en estufa (Sanyo) a 37 °C. Al cabo de este lapso de tiempo se descartó el medio de cultivo 
y se realizaron 2 lavados con 2 ml de PBS 1X. Posteriormente se colocó 1ml de tripsina-
EDTA (1X) (Gibco) por espacio de 3 minutos en estufa a 37 °C. Una vez transcurrido este 
tiempo se resuspendieron las células y se agregaron 100 µl de SFB para neutralizar la tripsina, 
la resuspensión celular fue vertida en un tubo falcon de 15ml, posteriormente se agregó 1 ml 
de medio DMEM-F12 repitiéndose 2 veces, los 2 ml de medio también fueron vertidos al 
tubo falcon que tenía la suspensión celular, la cual fue llevada a centrifugación durante 10 
minutos a 5000 rpm. Una vez finalizado se descartó el sobrenadante y se resuspendieron las 
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células en un volumen de medio DMEM-F12 completo de acuerdo al tamaño del pellet y se 
procedió al recuento y control de la viabilidad celular como se describió anteriormente. 
Posteriormente se tomaron 1.000.000 de células de la resuspensión celular y se 
resuspendieron en un frasco de cultivo flask (TPP de 25 cm2) con 4 ml de medio DMEM-
F12 completo por espacio de 24 hs en estufa a 37 °C. 
Luego se armaron placas multiwell de 6 pocillos vertiéndose 30.000 células con 2ml de 
medio DMEM-F12 completo en cada pocillo incubándolas por un lapso de 24 hs en estufa a 
37 °C. Pasadas esas 24 hs se reemplazó el medio DMEM-F12 completo por 2ml de medio 
DMEM-F12 suplementado con 0,5% de SFB (condición de proliferación celular no 
estimulada) en ausencia y en presencia de concentraciones crecientes de L-treo-
dihidroesfingosina y SKI-II (Sigma-Aldrich), inhibidores farmacológicos de la SphK 
dejandose por el lapso de 24, 48 o 72 hs hasta su posterior procesamiento. 
5. Estudios metabólicos. Incorporación de precursores radiactivos 
Para el estudio de la incorporación de los precursores radiactivos, las células fueron 
cultivadas tal como se describió en el punto anterior en presencia y en ausencia de los 
inhibidores farmacológicos de SphK  por 24 horas, con  el agregado de 25 nCi/ml de 14C- 
Acido Palmítico (Act. espec.= 55 mCi/mmol; Perkin Elmer Life Science) durante las 4 horas 
previas a la cosecha; Transcurrido el tiempo de incubación, las células fueron lavadas una 
vez con 1 ml de PBS e incubadas posteriormente con 0,5 ml de Tripsina 0,25 %-EDTA 
(GIBCO, Invitrogen) durante 2 min a 37°C. Luego de agregar 50 μl de SFB, las suspensiones 
celulares fueron recogidas en tubos de extracción. Posteriormente, cada pocillo del multiwell 
fue lavado con 1 ml de DMEM/F12. Luego se centrifugaron los tubos durante 10 min a 5000 
rpm, los sobrenadantes fueron descartados y los pellets resuspendidos en 300 µl de 
DMEM/F12, a partir del cual se tomó una alícuota para realizar el recuento celular. Las 
suspensiones celulares fueron lavadas con 500 μl de PBS y posteriormente centrifugadas 
durante 10 min a 5000 rpm, luego los pellets fueron vortexeados por 30 segundos y 
resuspendidos en 1 ml de metanol para luego continuar con la extracción de lípidos. 
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6. Estudio del metabolismo de los esfingolípidos 
Para el estudio del metabolismo de los esfingolípidos, las células MDCK fueron cultivadas 
en presencia de precursores radiactivos, tal como se explicó en el punto anterior. A partir de 
las células conservadas en metanol, la separación de las diferentes especies esfingolipídicas 
se realizó según lo indicado por Signorelli y colaboradores (Signorelli and Hannun, 2002). 
Inicialmente se efectuó una primera extracción según el método de Bligh & Dyer (Bligh and 
Dyer, 1959), para lo cual se agregó 1 ml de metanol, 0,5 ml de cloroformo y 0,4 ml de agua. 
Las mezclas resultantes se agitaron vigorosamente con vortex durante 30 segundos y se 
incubaron en hielo durante 15 min. Cumplido el tiempo de incubación, se agregaron 0,5 ml 
de agua y 0,5 ml de cloroformo y se vortexeó nuevamente la mezcla durante 30 segundos. 
Finalmente, y luego de centrifugar las muestras para obtener una adecuada separación de 
fases, la fase clorofórmica fue extraída y traspasada a otro tubo de extracción. 
Estas mezclas de lípidos fueron sometidas a una hidrólisis alcalina en medio metanólico, con 
el objeto de hidrolizar a los glicerofosfolípidos y para realizar tal reacción se partió del 
extracto lipídico seco, obtenido a partir de la fase clorofórmica evaporada bajo corriente de 
N2. Los lípidos fueron resuspendidos en 0,5 ml de cloroformo y 0,5 ml de NaOH (Merck) 
0,2 N en metanol. La mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 30 min, luego de los 
cuales se adicionaron 0,5 ml de HCl 0,2 N en metanol y 0,4 ml de agua. A partir de este 
punto, y dado que los reactivos agregados equivalen al primer paso de la extracción de lípidos 
según Bligh & Dyer (0,5 ml de cloroformo, 1 ml de metanol y 0,4 ml de agua), los 
esfingolípidos fueron extraídos siguiendo esa metodología y llevados a extracto seco. 
Finalmente, la separación de las diferentes especies de esfingolípidos se realizó mediante una 
cromatografía en capa delgada (TLC) utilizando como fase estacionaria placas de silicagel 
60 F254 (MercK) y como fase móvil un sistema de dos solventes. El primer solvente estaba 
conformado por la mezcla de butanol: ácido acético: agua en las siguientes proporciones 
(60:20:20, v/v/v). Las bandas correspondientes a las distintas especies de esfingolípidos 
radiomarcados fueron identificadas mediante autoradiografía por comparación de sus 
respectivos RFs con los obtenidos según bibliografía en el sistema de solventes descripto y 
con estándares de referencia (Van Veldhoven and Mannaerts, 1994; Zhang et al., 1991). Para 
obtener una óptima separación entre la ceramida y la glucosilceramida, la placa fue cortada 
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tomando como RF=0,8 (por arriba del estándar de dihidroesfingosina) y corrida en un 
segundo solvente conformado por la mezcla de diclorometano: metanol (50:1,5, v/v). Las 
bandas radiactivas fueron cortadas de las placas de silicagel, resuspendidas en líquido de 
centelleo y la radiactividad medida en un contador de centelleo líquido. Todos los solventes 
utilizados fueron marca Sintorgan calidad HPLC. 
7. Inhibición farmacológica de la síntesis de esfingolípidos 
Las células fueron cultivadas como se describió en el punto 5. Al protocolo experimental 
se le agregó una incubación en presencia de 0,1 µM de Myriosina para la inhibición de la 
enzima serina-palmitoil transferasa y 20 μM de Fumonisina B1 para la inhibición de la 
dihidroceramida sintasa durante 24 hs para los estudios metabólicos. 
8. Inmunofluorescencia (IFI) 
Las células cultivadas en las condiciones antes mencionadas fueron sembradas sobre 
cubreobjetos estériles. Una vez terminado el tratamiento con las diferentes concentraciones 
crecientes del inhibidor por el lapso de 24, 48 y 72 hs, se descartó el medio de cada uno de 
los pocillos del multiwell y se realizó un lavado con PBS 1X a 37°C. Finalizado esto, se 
realizó la fijación con una solución de paraformaldehído (Riedel- deHadën) al 4% en PBS 
durante 20 minutos a temperatura ambiente, posteriormente, se retiró el paraformaldehído y 
se realizaron 3 lavados con PBS a 37°C (10,10 y 5 min). Posteriormente se realizó la 
permeabilización celular con una solución de Tritón X-100 al 0,1% en PBS durante 20 
minutos a temperatura ambiente, luego de esto se realizaron 4 lavados con PBS a 37°C 
(10,10, 10 y 5 min). Una vez transcurridos los lavados se preparó la solución de bloqueo con 
3% de BSA (albúmina de suero bovino) en PBS. Cada uno de los cubreobjetos fueron 
separados del multiwell y cada cubreobjeto cubierto con 30 µl de la solución de BSA al 3% 
durante 60 minutos en cámara húmeda a T° ambiente. Una vez transcurrido el tiempo de 
incubación se extrajo el exceso de líquido (sin lavar) y se procedió a la incubación con 25 µl 
de una dilución de anticuerpos primarios en solución de bloqueo durante toda la noche a 4°C 
en cámara húmeda (ver Tabla N°1 y 2). Al día siguiente se realizaron 3 lavados con PBS a 
37°C (10, 10 y 5 min). Una vez finalizados los lavados se realizó una segunda incubación 
con una dilución de anticuerpos secundarios conjugados con fluorocromo en PBS y el 
   Materiales y Métodos 
52 
 
marcador de núcleos (Hoechst 33258 (Molecular Probes) en cámara húmeda a T° ambiente 
y por espacio de 60 mins (Ver tabla N°3). Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS 
(10, 10 y 5 min). Para finalizar, se realizó el montaje de los preparados sobre portaobjetos 
con 25 µl de de Vectashield Mounting Medium (Vector) y se conservaron a 4 °C hasta su 
visualización. Para el análisis por microscopía confocal se utilizó un microscopio confocal 
de Olympus FV300 (model BX61) equipado con Láser Ar 488 nm, Láser HeNe verde 543 
nm y Láser HeNe rojo 633 nm y cuya parte óptica está constituida por los objetivos 10X 
(an=0,3), 40X (an=1,0 - objetivo de inmersión), 60X (an=1,4 - objetivo de inmersión) y 100X 
(an= 1,4 - objetivo de inmersión). Las imágenes fueron obtenidas con el objetivo de 60X con 
o sin zoom 2X. La toma de las imágenes fue realizada a través del software FluoView versión 
3.3. La unidad de escaneo permitió realizar un seccionamiento óptico de los preparados. El 
espesor de cada sección fue de 0,5 μm y las imágenes fueron tomadas desde la zona más 
basal de la monocapa hacia la zona más apical con señal fluorescente para el marcador del 
dominio lateral. Las diferentes imágenes obtenidas fueron procesadas para la obtención de 
reconstrucciones en el eje Z, como así también reconstrucciones en 3 dimensiones (3D). Para 
dicho propósito, el conjunto de imágenes obtenidas de los preparados fue integrada a través 
del procesamiento computacional de las mismas empleando el programa RT-Resolver 
versión 4.0. 
Para la cuantificación de la fluorescencia del marcador gp135 se midió la intensidad de 
fluorescencia en la superficie celular y en los límites celulares utilizando el programa Image-
Pro plus version 4.5. 
9. Marcación de lectinas (IFI) 
La marcación de lectinas se llevó a cabo cultivando células MDCK en presencia y en 
ausencia del inhibidor L-tDHS por 72 hs y se realizó una IFI. La fijación de células fue 
llevada a cabo añadiendo muy lentamente sobre los cubres con células una mezcla de 
Metanol - Acetona, 80:20 incubándolas a -20ºC durante 15 minutos. Luego de la fijación se 
continuó con la IFI tal como se describió en el punto 8. Las células fueron incubadas con los 
respectivos marcadores DBA que se encontraba biotinilada y que posteriormente fue 
reconocida por estreptavidina conjugada a TRITC (ver Tabla N°2), y en el caso del marcador 
BSL-I esté se encontraba conjugado directamente a FITC (ver Tabla N°2). 
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Tabla 1. Anticuerpos primarios utilizados para IFI. 
 
Tabla 2. Marcadores utilizados para IFI. 
 










Ciclina D1 Ratón ( mouse) 1/50 Sigma 
β-Catenina Ratón ( mouse) 1/200 Sigma 
E-Cadherina Conejo (rabbit) 1/25 Santa cruz 
gp135 Ratón ( mouse) 1/10 Dr. Ojakian 
ZO-1 Conejo (rabbit) 1/200 Zymed 
Marcador Dilución Sistema de 
detección 
Origen 
Faloidina (Actina) 1/500 Faloidina conjugada 
a FITC (flurocromo) 
Sigma 
DBA (Células de 
túbulo colector 
1/200 DBA biotinilada y  
reconocida por 
estreptavidina 





1/80 BSL-I conjugado a 
FITC (flurocromo) 
Vector laboratories 
   Materiales y Métodos 
54 
 








Anti-mouse Cabra (Goat) 1/200 TRITC 
(A=550, E=570) 
Jackson IR 




10. Recuento de figuras mitóticas y cálculo del índice mitótico (IM) 
El recuento de figuras mitóticas (células que se encuentran atravesando la profase, 
metafase, anafase, telofase y citocinesis) se realizó de la siguiente manera: 1) En primer lugar 
se realizó una fijación y posteriores lavados tal como se describió en el punto anterior. Para 
poder distinguir células que se encontraban atravesando la interfase del ciclo celular de las 
figuras mitóticas se utilizó el marcador Hoechst que tiñe núcleos de células en cultivo. El 
Hoechst fue aplicado en una dilución 1/500 en PBS y fue dejado a temperatura ambiente y 
en cámara húmeda por espacio de 45 minutos y luego se realizaron 3 lavados con PBS 1X de 
10 minutos y uno de 5 minutos hasta montar el preparado. El análisis fue realizado a través 
de microscopía y para ello se utilizó un microscopio de epifluorescencia (Wide-field) marca 
(Nikon Eclipse ti), cuya parte óptica está constituida por los objetivos 10X (an=0,25), 40X 
(an=0,65) y 60X (an= 1,4 - objetivo de inmersión). Las imágenes fueron obtenidas con el 
objetivo de 40X sin zoom 1X. La adquisición de las imágenes fue realizada a través de la 
cámara adosada al microscopio (Nikon modelo LH-M100C-1) de captura en tiempo real, 
acoplada a una computadora, a través de una placa de captura de video. Las imágenes fueron 
capturadas a través del software NIS-Elements, se tomaron alrededor de 15 microfotografías, 
se contaron 100 núcleos positivos para el marcador de Hoechst y con esa información se 
estableció el llamado índice mitótico (IM). El índice mitótico es una valoración cuantitativa 
de las células en división y está definido como el porcentaje de células que presentan figuras 
mitóticas (se distinguen de los núcleos interfásicos porque al microscopio se ven con mayor 
intensidad de coloración y brillo) en un cultivo de células totales. Las imágenes obtenidas 
con el microscopio fueron procesadas con el programa Image pro plus 511. 
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11. Estudio de la distribución de proteínas marcadoras de diferenciación 
de células MDCK y del ciclo celular 
Se realizó una inmunofluorescencia de las distintas proteínas que actúan como marcadoras 
de diferenciación celular: Actina, β-Catenina, E-Cadherina y las lectinas: Dolichos biflorus 
(DBA) y Bandeiraea simplicifolia lectin I (BSL-I) y pertenecientes al ciclo celular como ser: 
Ciclina D1. Las imágenes fueron obtenidas por microscopía con el objetivo de 60X sin zoom 
y procesadas cómo se explicó en el punto anterior. 
12. Determinación de la concentración de proteínas por el método de Pierce 
A las células cosechadas mediante el tratamiento con tripsina-EDTA (1X) tal como se 
describió en el protocolo experimental se les realizó el recuento correspondiente. Para ello, 
fueron resuspendidas en un buffer de lisis compuesto por: (Hepes mM, NaCl 150 mM, Tritón 
X-100 1 %) en presencia de inhibidores de proteasas (aprotinina 10 μg/ml, Na3VO4 1 mM y 
PMSF 1mM; todos de Sigma).  
Posteriormente las células fueron homogenizadas mediante 50 pasajes a través de una jeringa 
con aguja 21G. La cantidad de proteínas totales fue determinada por la medición con el 
reactivo de Pierce, según indica el protocolo comercial. 
13. Ensayo de Western-Blot (WB) 
Corrida electroforética 
Las muestras conteniendo igual cantidad de proteínas totales o igual número total de 
células fueron desnaturalizadas en una resuspensión de buffer muestra Laemmli compuesto 
por:( 62,5 mM Tris-HCl, pH 6,8 (GE-Healthcare); 2 % SDS (BioRad); 5 % β-mercaptoetanol 
(ICN Biomedical); 10 % glicerol (USB-Bio)) y se sometió la muestra por espacio de 5-10 
minutos a un baño de agua a ebullición. Las proteínas presentes en la muestra se separaron 
por electroforesis en geles discontinuos de poliacrilamida al 12,5% y al 10% en condiciones 
desnaturalizantes (SDS-PAGE). La electroforesis se realizó en buffer de corrida Tris-Glicina 
(25 mM Tris, 192 mM glicina (BioRad), 0,1 % SDS). Las muestras se corrieron a una 
intensidad de corriente contante de 30 mA. Paralelamente, se sembró en el gel 5 µl de 
marcadores de peso molecular (BioRad) para tener una referencia de los pesos 
moleculares e identificar a las proteínas de interés. 




Las proteínas separadas por electroforesis se transfirieron a una membrana de 
polivinildifluoruro (PVDF; GE-Healthcare). La transferencia se realizó a voltaje constante 
(60 volts) durante 2-2:30 hs con agitación suave, en una cuba de transferencia (Mini-Protean 
3; BioRad) en baño enfriado a hielo. 
Posteriormente, se realizaron 2 lavados de las membranas durante 5 min cada uno y en 
agitación con buffer TBS-Tween (TBS-T) (50 mM Tris-HCl, pH 7,4; 0,2 M NaCl; 0,1 % 
Tween-20 (Sigma)). Después de los lavados se realizó el bloqueo, utilizando una solución de 
bloqueo compuesta por: (50 ml de TBS-T con 10% de leche descremada en polvo), este 
procedimiento se realizó para bloquear los sitios de unión de ligado inespecíficos y se incubó 
overnight a 4°C. Una vez transcurrido ese tiempo se realizaron 3 lavados con TBS-T (10, 
10,10 min) en suave agitación, posteriormente se prepararon bolsitas de nylon con los 
extremos sellados donde se colocó la membrana que fue cubierta con 3 ml de una dilución 
de anticuerpo primario (Ver Tabla N°4) en TBS-T con BSA (Sigma) al 1% que fue incubada 
overnight a 4°C. 
Luego se realizaron 3 lavados con TBS-T y se incubó la membrana con una dilución de 
anticuerpo secundario (ver Tabla N°5) conjugado con peroxidasa (GE-Healthcare) en TBS-
T con BSA al 1% durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, se lavaron las 
membranas 3 veces con TBS-T y se revelaron mediante reacción quimioluminiscente con el 
kit comercial ECL plus (GE-Healthcare).  
Para comprobar la carga proteica de cada muestra, las membranas fueron reveladas utilizando 
un anticuerpo monoclonal dirigido contra actina (Chemicon) y reveladas de igual forma que 
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Ciclina D1 Ratón ( mouse) 1/200 Sigma 
Ciclina E Ratón ( mouse) 1/100 Santa cruz 
Retinoblastoma 
(Rb) 
Conejo (rabbit) 1/500 Santa cruz 
E-Cadherina Conejo (rabbit) 1/1000 Santa cruz 
Actina Ratón ( mouse) 1/5000 Chemicom 






Anti-mouse Caballo ( horse) 1/4000 GE-Healthcare 
Anti-rabbit Burro ( donkey) 1/3000 GE-Healthcare 
 
14. Citometría de flujo 
Análisis del porcentaje de células en cada una de las etapas del ciclo celular 
Las células fueron cultivadas como se describió en el protocolo experimental y luego de 
su cosecha y conteo, se centrifugaron, se descartó el sobrenadante y se resuspendió el pellet 
en 5 ml de PBS 1X (el PBS 1X libre de Dnasas y obtenido esterilizando el PBS en autoclave 
por espacio de 1 hora a 1 atm de presión y 121°C). Anteriormente se prepararon 12 tubos 
falcon de 15 ml estériles con 4,5 ml de Etanol al 70% mantenidos en baño de hielo.  
Para proceder a la fijación celular, una vez resuspendidas las células en 5ml de PBS se 
volvieron a centrifugar a 5000 rpm durante 10 min, se volcó el sobrenadante y se resuspendió 
el pellet en 0,5 ml de PBS mezclando vigorosamente la muestra a través de la succión y 
expulsión de la resuspensión utilizando una pipeta Pasteur de plástico. Una vez realizada la 
resuspensión celular de cada uno de los tubos se transfirió cada una de las suspensiones (12 
en total) a cada uno de los 12 tubos mantenidos en baño de hielo. Posteriormente se 
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resuspendió la muestra vigorosamente como se describió anteriormente y por último se 
guardaron los tubos a -20°C hasta su uso. 
Una vez que las células fueron fijadas se procedió a centrifugar cada uno de los tubos a 5000 
rpm por 5 min, se descartó el etanol rápidamente y el pellet se resuspendió en 5ml de PBS, 
se esperó 60 segundos y se volvieron a centrifugar las células a 5000 rpm por 10 min. 
Posteriormente se resuspendieron las células en 1 ml de Tritón X-100 al 0,1% en PBS y se 
agregó Ioduro de Propidio (Sigma) a una concentración final de 50 µg/ ml como así también 
Rnasa a la misma concentración final. Después del agregado de Ioduro de Propidio los tubos 
se cubrieron con papel aluminio para protegerlos de la luz y se dejaron reposar por espacio 
de 30 min a 37°C. Las células fueron llevadas al citómetro de flujo (sistema FACScalibur) 
ubicado en el hospital de Clínicas tercer piso Inmunogenética. La concentración celular fue 
de 106 células/ml. El procesamiento de las muestras fue realizado por un software específico 
llamado ModFit LT adosado al citómetro de flujo. Este programa arrojó un gráfico de Dot 
plot (gráfico de puntos) para cada una de las muestras. El análisis de cada uno de los gráficos 
fue llevado a cabo por el software Flowing 2 que arrojó a partir del gráfico de Dot- plot otro 
gráfico pero en forma de histograma de frecuencias. Una vez obtenido ese gráfico el 
programa realizó la estadística de cuáles eran los porcentajes en que se encontraban las 
células en cada una de las etapas del ciclo celular. 
15. Discriminación del porcentaje de células de las fases G0 y G1 del ciclo 
celular 
Tinción diferencial con Naranja de Acridina (NA) 
Para poder diferenciar a las células que se encuentra en la fase G1 de las que se encuentran 
en G0 se recurrió a la técnica de tinción diferencial con naranja de acridina (Darzynkiewicz 
et al., 1976). Este colorante al ser excitado con un láser puede emitir a diferentes longitudes 
de onda según se encuentre unido a RNA simple cadena o a DNA doble cadena. Para poder 
efectuar este protocolo, las células MDCK fueron cultivadas como se describió en el punto 
4, transcurrida la cosecha aproximadamente 1.106 células fueron resuspendidas en 1 ml de 
PBS frío (4 grados de temperatura), luego se fijaron las células por pasaje de toda la 
suspensión celular a un tubo falcón de 15 ml que contenía 10 ml de Etanol frío al 70% durante 
de 2 horas.  
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Posteriormente, las células fueron centrifugadas por 5 minutos a 2000 rpm a 4 grados, se 
retiró el Etanol y se realizó un lavado con 1 ml de PBS frío y se resuspendieron las células a 
una densidad de 2.105 células/ml. Luego se tomaron 0,2 ml de la suspensión y se transfirieron 
a un tubo pequeño (2 a 5 ml) que estaba previamente en hielo para luego agregar 0,4 ml se 
solución de permeabilización durante 15 segundos manteniéndose las células en hielo. 
Finalmente se adicionó a las células 1,2 ml de una solución de naranja de acridina (Sigma) 
(20 µgrs/ml). 
Se realizó una citometría de flujo (sistema FACScalibur). La medición del ADN doble 
cadena unido a naranja de acridina se visualizó a 530 ± 15 nm (Fluorescencia verde) y el 
ARN simple cadena a 640 nm (Fluorescencia roja). El procesamiento de las muestras fue 
realizado por el software específico ModFit LT adosado al citómetro de flujo. Este programa 
arrojó un gráfico de Dot plot (gráfico de puntos) para cada una de las muestras. El análisis 
de cada uno de los gráficos fue llevado a cabo por el software Flowing 2 que permitió 
visualizar a partir del gráfico de Dot- plot los niveles de RNA (eje Y) vs los niveles de ADN 
(eje X)  para cada una de las muestras. Una vez obtenido ese gráfico el programa realizó la 
estadística de cuáles eran los porcentajes de células que se encontraban en las fases G0 y G1 
del ciclo celular. 
16. RT-PCR 
Las células fueron cultivadas y cosechadas tal como se describió anteriormente. El RNA 
total correspondiente a 3.106 células fue extraído de cada suspensión celular usando el kit 
comercial SV total RNA isolation system (Promega) de acuerdo a las especificaciones del 
fabricante. La pureza del RNA fue controlada mediante espectrofotometría analizando la 
relación de absorbancia a 260 / 280 nm. Alícuotas de igual volumen (10 μl) fueron utilizadas 
para la síntesis del cDNA mediante el método de retrotranscripción en presencia de la enzima 
transcriptasa reversa usando oligo dT como cebadores. Todos los reactivos utilizados en la 
determinación fueron de Promega. Posteriormente, se realizó la reacción de PCR en 
presencia de primers específicos para los 5 tipos de receptores de S1P, E-cadherina (E-cadh), 
cadherina-16 (cadh-16) y β actina (Alpha DNA) como control de carga. Las secuencias de 
los primers se detallan en la Figura a continuación. 




Los productos de la RT-PCR fueron resueltos en geles de agarosa (GE-Healthcare) al 2% 
con Bromuro de Etidio (Invitrogen) 0.5 μg/ml y visualizados mediante luz UV. Las bandas 
obtenidas fueron cuantificadas mediante el programa Gel Pro Analyser 3.1. 
17. Análisis estadístico 
Los experimentos presentados en esta tesis fueron repetidos al menos 3 veces. Los 
resultados fueron expresados como la media ± SEM de cada resultado. La estadística de cada 
uno de los grupos fue realizada a través del programa Graphpad Prism 5.  Las diferencias 
entre los grupos fueron analizados por el test de Anova de una vía con test de comparaciones 







        
 
                
 
                   
 







5´ CTGAGCCAGGGGTTGGCTTC 3´ 










5´ CAAGGTCAAGCTCTACGGCA 3´ 






5´ CACGCTCTGGTTCCTAAGGG 3´ 






5´ TACTGCCTGGTCAACATCACG 3´ 
5´ CCCACGCAGAAGAGGATGTAG 3´ 
 
S1P5 OLIGONUCLEÓTIDO FORWARD 
OLIGONUCLEÓTIDO REVERSE 
 
5´ CAACTCGCTTCTGAACCCCA 3´ 
5´ AAACAGCACTTAGGGAGGGC 3´ 
 
β-actina OLIGONUCLEÓTIDO FORWARD 
OLIGONUCLEÓTIDO REVERSE 
 
5´ TGCGTGACATCAACGAGAAG 3´ 






5´ AAAACCCACAGCCTCATGTC 3´ 






5´ ATCCCCTTCCTCTTCCTTGA 3´ 
5´ TCCTCTGCCAACAGCCTAGT 3´ 
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A. Estudio de la importancia de la esfingosina quinasa en la 
proliferación celular 
 
1. Caracterización del modelo de estudio 
En la introducción de la presente tesis se ha desarrollado la justificación de la elección de 
la línea celular MDCK como modelo de células de túbulos colectores renales, para el estudio 
de procesos de proliferación y diferenciación celular. 
El objetivo general de esta tesis como se mencionó anteriormente es el estudio de la 
participación de la SphK en los procesos de proliferación y diferenciación de las células 
tubulares renales, es por ello que en una primera instancia se procedió a caracterizar el 
modelo de estudio y sus condiciones experimentales.  
El protocolo experimental consistió en la obtención de un modelo reproducible de células 
en estado de proliferación celular no estimulada. En primera instancia se evaluó la 
proliferación de células MDCK en condiciones de bajo porcentaje de SFB (0,5 %). Para ello 
se sembraron 30.000 células por pocillo en placas multiwell de 6 pocillos (10 cm2 de 
diámetro/pocillo) y se incubaron durante 24 hs en medio DMEM/F12 con 10 % de SFB (fase 
lag). Posteriormente se cambió el medio de cultivo por DMEM/F12 con 0,5% de SFB por 
24, 48 y 72 hs más. En la imagen de la Figura 17 A y en el gráfico de la Figura 17 B se puede 
observar que pasadas las primeras 24 hs se produce un incremento del número de células. 
Este incremento en el número de células continúa durante 24, 48 y 72 horas de incubación 
en medio de cultivo con 0,5% de SFB. En la Figura 17 C, donde se expresa el número de 
células como log 2, se observa que en el período comprendido entre las 24 y 48 horas de 
incubación con DMEM/F12 con 0,5% de SFB las células se encuentran en fase logarítmica 
de proliferación (crecimiento exponencial). Entre las 48-72 hs las células alcanzan la 




















2. Efecto de diferentes inhibidores farmacológicos de SphK sobre la 
proliferación y viabilidad celular 
Considerando que trabajos previos de nuestro laboratorio demostraron que la 
supervivencia de las células MDCK en estado proliferativo no estimulado depende de la 
síntesis endógena de S1P, uno de los objetivos de la presente tesis fue evaluar la influencia 
del tono de síntesis de S1P sobre la proliferación y diferenciación de células MDCK. Para 
ello se procedió a definir la condición experimental en la cual la inhibición de la SphK 
module la proliferación sin afectar la supervivencia celular, evaluándose el efecto de la 
inhibición controlada de la SphK, sobre el número y la viabilidad celular.  
Para realizar estos experimentos se procedió a ensayar diferentes concentraciones de dos 
inhibidores farmacológicos de la SphK denominados L-threo dihidroesfingosina (L-tDHS) 
y SKI-II que poseen diferente naturaleza química y actúan por distintos mecanismos de 
acción. 
Figura 17. Curva de crecimiento. Se sembraron 30.000 células que fueron cultivadas en medio DMEM/F12 al 
10% de SFB por 24 horas (Fase lag). Pasadas estas este tiempo se remplazó el medio con una concentración al 
0,5% de SFB y se incubó por 24, 48 y 72 horas. Posteriormente se procedió al recuento del número de células y se 
determinó la viabilidad por el método de exclusión de trypam blue. (A) Imágenes de células MDCK 
correspondientes a un aumento de 6X en función de los diferentes tiempos ensayados. Se pueden observar células 
con medio al 10% SFB a tiempo 0 (fase lag) y post cambio de medio por 24-48 hs (fase exponencial) y 48-72 hs 
(células confluentes). (B) Número de células en función del tiempo. (C) log 2 del número de células en función del 
tiempo. (n=15 experimentos independientes; p< 0,05 vs control). 
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2.1 Efecto del inhibidor competitivo lipídico L-tDHS 
Para evaluar el efecto del inhibidor sobre el número y viabilidad celular se procedió a 
estudiar ambos parámetros en función de la concentración del inhibidor y el tiempo de 
incubación. El inhibidor fue agregado una vez finalizada la fase lag concomitantemente con 
el cambio de medio de cultivo por DMEM/F12 con 0,5% de SFB. Las concentraciones del 
inhibidor ensayadas fueron 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 10 y 15 µM y se incubaron las células durante 
24, 48 y 72 hs posteriores al agregado del inhibidor, tiempos correspondientes al período de 
proliferación exponencial de las células MDCK en la condición experimental ensayada.  
Respecto al número de células puede observarse que las concentraciones de 0,5; 1; 2; 3 y 4 
µM no presentaron efecto sobre el incremento del número de células a todos los tiempos 
ensayados (Figura 18 A). A partir de la concentración de 5 µM se observa un efecto 
inhibitorio de la proliferación celular. El tratamiento durante 24, 48 y 72 hs con 5 µM de L-
tDHS produce una disminución en el incremento del número de células en un rango de 52 a 
54%, mientras que a 10 µM el rango es de 90 a 95% y a 15 µM es de 98 a 99% en las tres 
condiciones ensayadas. Cuando se evaluó la viabilidad celular (Figura 18 B) el tratamiento 
con 5 µM de L-tDHS no afecta a la misma en ninguno de los tiempos ensayados, mientras 
que en las células tratadas con 10 y 15 µM de inhibidor se observa una pérdida de la 











Figura 18. Efecto del inhibidor farmacológico L-tDHS sobre el número y la viabilidad celular. Células 
MDCK fueron cultivadas a diferentes tiempos con concentraciones crecientes de L-tDHS. (A) y (B) representan 
el número y viabilidad celular correspondientes a 24, 48 y 72 horas en presencia y en ausencia de L-tDHS. 
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Por lo tanto se puede observar que la inhibición parcial de la SphK para la concentración de 
5 µM de L-tDHS produce una disminución en el incremento del número de células, sin 
presentar cambios en la viabilidad, en todos los tiempos ensayados, sugiriendo una 
disminución en la tasa de proliferación. 
2.2 Efecto del inhibidor competitivo no lipídico SKI-II 
El SKI-II es un inhibidor no lipídico de SphK que difiere de L-tDHS no solo en su 
mecanismo de acción, sino también en su naturaleza química. Inicialmente se realizó una 
evaluación de la proliferación y viabilidad celular en función del tiempo de incubación a 
concentraciones crecientes del inhibidor SKI-II. En la Figura 19 A se puede observar que a 
bajas concentraciones de inhibidor (0,5-2 µM) el número de células no se encuentra afectado. 
El tratamiento con 3 µM de SKI-II produce una disminución en el incremento del número de 
células de 52-54 y 58% respecto del control a las 24, 48 y 72 hs de tratamiento 
respectivamente. Concentraciones superiores producen una profundización de la 
disminución del incremento de número de células en un rango de 56 a 72% de 24 a 72 hs 
para 4 µM y de 60 a 80% para 5 µM. A mayores concentraciones el número de células es 
inferior en un 95 % respecto del control en todos los tiempos ensayados. Cómo se muestra 
en la Figura 19 B, 3 µM de SKI-II no altera la viabilidad celular en ningún período de tiempo 
estudiado. Para las concentraciones de 4 y 5 µM no se observa pérdida de la viabilidad a las 
24 y 48 hs de incubación, pero si se observa una pérdida del 20 % luego de 72 hs de 
incubación. Las concentraciones de 10 y 15 µM producen alrededor de 80% de pérdida de 







 Figura 19. Efecto del inhibidor farmacológico SKI-II sobre el número y la viabilidad celular. Células 
MDCK fueron cultivadas a diferentes tiempos con concentraciones crecientes de SKI-II. (A) y (B) representan 
el número y viabilidad celular correspondientes a 24, 48 y 72 horas en presencia y en ausencia SKI-II. (n=7 
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Dado que es de nuestro interés evaluar la implicancia de la inhibición parcial de la enzima 
SphK en la proliferación, el arresto y la diferenciación celular, se seleccionaron aquellas 
concentraciones de los inhibidores donde se producía una disminución del incremento del 
número de células sin afectar la viabilidad celular. Es por ello que las concentraciones de 5 
µM de L-tDHS y 3 µM de SKI-II fueron las elegidas para realizar nuestros experimentos 
posteriores, ya que ambas cumplían con la condición de causar una disminución significativa 
en el incremento del número de células sin alteración de la viabilidad. 
 
3. Estudio del metabolismo de los esfingolípidos en células MDCK y su 
relación con la inhibición de SphK 
Antecedentes de nuestro laboratorio demostraron que en estado proliferativo no 
estimulado, la inhibición de la SphK produce muerte celular debido a un elevado tono de 
síntesis de ceramida (Cer), producida por estimulación de las enzimas serina palmitoil 
transferasa (SPT) y ceramida sintasa (CERS) de la vía de síntesis de novo de esfingolípidos 
(Nieto et al., 2008). Considerando que la Cer posee acciones biológicas antiproliferativas que 
promueven el arresto del ciclo celular se quiso determinar si en nuestro sistema experimental 
la inhibición de la SphK afecta la síntesis de novo de los esfingolípidos, pudiendo ejercer su 
efecto antiproliferativo por aumento de Cer. Para ello, células MDCK fueron cultivadas 
según el diseño experimental propuesto en la sección “materiales y métodos” utilizando el 
precursor radiactivo [14C]-ácido palmítico, el cual se agregó 4 horas antes de la cosecha de 
células en presencia y en ausencia de los inhibidores L-tDHS y SKI-II por 24 hs. Las células 
fueron cosechadas y se les realizó la extracción de lípidos. Previa metanólisis, se extrajeron 
los lípidos y se separaron por cromatografía en capa delgada (TLC) unidimensional en dos 
etapas con diferente sistema de dos solventes. La localización de los diferentes esfingolípidos 
se evidenció por autorradiografía utilizando un equipo STORM. En primera instancia para 
corroborar realmente que la inhibición de la SphK estuviese produciendo una disminución 
en el tono de síntesis de S1P, se realizó una TLC (Figura 20 A) de los extractos lipídicos 
correspondientes a 3.105 células totales. En la Figura 20 B se observa la cuantificación de 
[14C]-S1P relativizada por número de células, donde el tratamiento con ambos inhibidores 
produce una disminución del tono de síntesis de S1P, evidenciado por una disminución en la 
señal radiactiva. 













En las Figuras 21 A y 21 C se muestran las TLCs representativas de los esfingolípidos dónde 
se observa que las células MDCK en estado proliferativo presentan un perfil de síntesis de 
esfingolípidos formado mayoritariamente por esfingomielina (SM) seguido por 
glucosilceramida (GlcCer); en menor proporción por lactosilceramida (LacCer), ceramida 
(Cer), esfingosina-1-fosfato (S1P) y dihidroesfingosina (DHS). El tratamiento con ambos 
inhibidores produce un incremento de la síntesis de todos los esfingolípidos. 
Proporcionalmente el incremento de la señal radiactiva asociada a Cer es mayor casi 
quintuplicando su valor control en células tratadas con L-tDHS y duplicando su valor en el 
caso de los metabolitos SM y GlcCer (Figura 21 B barras rojas). En el caso de las células 
tratadas con SKI-II tanto la Cer, GlcCer y SM casi triplican su valor, mientras que en el resto 
de los metabolitos se observa un leve incremento en las células tratadas con ambos 
inhibidores respecto de las células control (Figura 21 D barras rojas). Con el objeto de 
determinar la vía metabólica involucrada se preincubó el cultivo con L-tDHS o SKI-II con el 
agregado del inhibidor Fumonisina B1 (FB1), inhibidor de la enzima ceramida sintasa 
(CERS). En la cuantificación se puede observar que FB1 provoca una disminución de la 
radiactividad asociada a Cer con el consecuente incremento de su precursor 
dihidroesfingosina. (Figuras 21 B y 21 D barras azules) y acompañada también de una 




Figura 20. Cuantificación del tono de síntesis de S1P por incorporación de [14C]-ácido palmítico. (A)  
Autorradiografía representativa de una TLC en la que se sembraron los extractos lipídicos de células totales en 
presencia y en ausencia de los inhibidores de SphK. (B) Cuantificación de la S1P en presencia de los inhibidores 
de SphK vs control. (n=3 experimentos independientes *p< 0,05 vs control). 
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Figura 21. Análisis de las diferentes especies esfingolipídicas por incorporación de [14C]-ácido 
palmítico. (A) y (C) Autorradiografías representativas de TLC en la que se sembraron los extractos lipídicos 
de células totales en presencia de los inhibidores de SphK con y sin el agregado de FB1. (B) y (D) 
Cuantificación de los diferentes especies esfingolipídicas. (n=3 experimentos independientes *p< 0,05 vs 
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Los resultados muestran que la inhibición de SphK produce aumento de Cer, y que este 
aumento puede ser inhibido por el uso de FB1. De esta manera se evaluó si la acumulación 
de Cer tenía relación con la disminución de proliferación, producto de la inhibición de SphK. 
En estas condiciones experimentales se determinó el número de células con y sin el agregado 
de FB1. Como se observa en la Figura 22 A, el tratamiento con FB1 no fue capaz de revertir 
la disminución del incremento en el número de células causado por los inhibidores L-tDHS 
y SKI-II. Por otra parte se puede observar en la Figura 22 B que ninguno de los tratamientos 











Considerando que el tratamiento con FB1 produce un aumento de la radiactividad asociada 
a DHS y que este metabolito es considerado un inhibidor de la PKC (Coward et al., 2009), 
se procedió a preincubar el cultivo con ambos inhibidores de la SphK en presencia y en 
ausencia de FB1 más el agregado de Myriosina (MYR), un inhibidor de la enzima serina 
palmitoiltransferasa. En las Figuras 23 A y 23 C se observan las TLCs representativas para 
cada una de las condiciones. El agregado de MYR produjo una reducción significativa de la 
radiactividad asociada a todos los esfingometabolitos incluyendo la acumulación de DHS 





Figura 22. Efecto de la inhibición de la ceramida sintasa en el número y viabilidad celular. (A) 
número.  (B) viabilidad celular correspondientes a 24 horas de células sin tratar (Control) y tratadas con 
L-tDHS, SKI-II, L-tDHS+FB1 y SKI-II+FB1. (n=3 experimentos independientes *p< 0,05 vs control). 
NS=no significativo (p˃ 0,05 vs L-tDHS y SKI-II). 
  


























Figura 23. Análisis de las diferentes especies esfingolipídicas por incorporación de [14C]-ácido palmítico. 
(A) y (C) Autorradiografías representativas de TLC en la que se sembraron los extractos lipídicos de células 
totales con los inhibidores de SphK en presencia de FB1 con y sin el agregado de MYR. (B) y (D) 
Cuantificación de los diferentes especies esfingolipídicas. (n=3 experimentos independientes *p< 0,05 vs L-
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En esta condición experimental se determinó el número de células. Como se observa en la 
Figura 24 A, el tratamiento con MYR no fue capaz de revertir el efecto de los inhibidores de 
SphK tanto en células tratadas como en las no tratadas con FB1. Asimismo, se puede observar 













4. Expresión de los receptores para S1P en células MDCK en estado 
proliferativo 
Considerando que S1P puede operar en forma autócrina y parácrina actuando sobre sus 
propios receptores, en primera instancia se indagó si esta línea celular en esta condición 
experimental (células en estado proliferativo no estimulado) expresaba los distintos tipos de 
receptores para S1P (S1P1-5). Para tal fin se extrajo ARN y se realizó una RT-PCR en 
presencia de primers específicos para cada uno de los 5 tipos de receptores para S1P. Como 
puede observarse en la Figura 25 las células MDCK en estado proliferativo expresan los 
receptores S1P1, S1P2, S1P3 y S1P5. Cómo está descripto en la bibliografía S1P4 no se expresa 
en células epiteliales (Graler et al., 1998; Ishii et al., 2001) y como se observa en nuestros 
resultados tampoco se expresó en células MDCK en estado proliferativo. 
  
Figura 24. Efecto de la inhibición de la síntesis de novo en el número y viabilidad celular. (A) número.  
(B) viabilidad celular correspondientes a 24 horas de células sin tratar (Control) y tratadas con L-
tDHS+FB1, SKI-II+FB1, L-tDHS+FB1+MYR y SKI-II+FB1+MYR. (n=3 experimentos independientes 













5. La disminución en la proliferación no involucra la activación de los 
receptores para S1P 
Con el objeto de evaluar si la S1P exógena tiene efecto sobre la proliferación y viabilidad 
celular se procedió al agregado de S1P en los cultivos tratados con los inhibidores de SphK. 
Como se observa en las Figuras 26 A y 26 B, el agregado de S1P exógena no fue capaz de 
revertir la disminución del incremento en el número de células causado por L-tDHS y SKI-














Figura 26. Efecto del agregado de S1P exógena en el número y viabilidad celular. (A) número.  
(B) viabilidad celular correspondientes a 24 horas de células sin tratar (Control) y tratadas con L-
tDHS, L-tDHS+S1P, SKI-II y SKI-II+S1P. (n=3 experimentos independientes *p< 0,05 vs control). 
NS=no significativo. (p˃ 0,05 vs L-tDHS y SKI-II). 
  
Figura 25. Expresión de los 
distintos tipos de receptores para 
S1P en células MDCK en estado 
proliferativo. La imagen muestra 
los productos amplificados por 
PCR de cada uno de los receptores 
para S1P resueltos en un gel de 
agarosa al 2% con Bromuro de 
Etidio y visualizados mediante luz 
UV.    
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Por otro lado, para confirmar el resultado observado por el uso S1P exógena, se evaluó por 
otra estrategia, si la proliferación y viabilidad de las células MDCK se encuentra bajo la 
influencia de la activación de los receptores de S1P. Para ello, las células MDCK fueron 
cultivadas con 0,5% de SFB en presencia y en ausencia de los antagonistas de los receptores 
S1P1 y S1P2 por 24 hs. Los resultados demostraron que el bloqueo de los receptores no afectó 
la proliferación ni la viabilidad celular (Figuras 27 A y 27 B), sugiriendo que este efecto 












6. La inhibición controlada de la enzima SphK redujo el índice mitótico 
celular 
Una primera aproximación para evaluar si la inhibición controlada de la SphK podría estar 
modulando el ciclo celular, es calcular el índice mitótico (IM). Este índice consiste en la 
cuantificación del porcentaje de células que se encuentra en alguna etapa de la mitosis 
(profase, metafase, anafase o telofase) en relación al número total de células. Para evaluar 
esto, se realizaron estudios de inmunofluorescencia utilizando un colorante fluorescente 
(Hoechst) que se intercala en el DNA y nos permite distinguir las células que se encuentran 
en las diferentes fases de la mitosis. Para este propósito se incubaron células MDCK con L-
tDHS y SKI-II por 24, 48 y 72 hs (Figura 28 A). 
Figura 27. Efecto de antagonistas de los JTE-013 y W146 en el número y viabilidad celular. (A) 
número. (B) viabilidad celular correspondientes a 24 horas de células sin tratar (Control) y tratadas 
con W-146 y JTE-013. (n=3 experimentos independientes). JTE-013=antagonista de S1P2 y 














Figura 28. La inhibición de SphK reduce el índice mitótico. (A) Imagen correspondiente a un 
aumento de 40X de una tinción con Hoechst en dónde se visualizan los núcleos celulares y las figuras 
mitóticas. (B) Cuantificación del índice mitótico en cada una de las condiciones ensayadas. (n=3 











Según se observa en la Figura 28 B las células control presentan un IM del 23% a las 24 hs 
de incubación (crecimiento exponencial), disminuyendo significativamente entre las 48 y 72 
hs tal como corresponde a la inhibición de la proliferación por contacto. Las células tratadas 
por 24 hs con L-tDHS presentaron una disminución del IM aproximadamente del 46%, y del 
69% para las células tratadas con SKI-II en ambos casos respecto de su control. En células 
tratadas con SKI-II por 48 hs se observó una disminución del IM aproximada del 50% y por 
otro lado, no se observaron diferencias significativas respecto de su control ni en el caso de 
células tratadas por 48 hs con L-tDHS como así tampoco en células tratadas por 72 hs con 
ambos inhibidores. 
 
7. La inhibición controlada de SphK produjo arresto del ciclo celular en la 
fase G0/G1 del ciclo celular 
Ensayos ulteriores indagaron sobre el efecto regulatorio de S1P sobre el ciclo celular. Para 
este propósito se analizó el porcentaje de células en cada una de las fases del ciclo celular. 
Previo tratamiento con los inhibidores de SphK, las células fueron teñidas con ioduro de 
propidio (IP), fluorocromo con capacidad de unión al DNA y se analizaron por citometría de 
flujo obteniéndose los porcentajes de las células en cada una de las etapas del ciclo celular. 
En la Figura 29 A se puede observar un histograma de frecuencias de cada una de las 
situaciones experimentales correspondientes a cada una de las etapas del ciclo celular. En 
células control (24 hs de incubación en medio con 0,5% de SFB) el porcentaje de células en 
cada una de las etapas fue el siguiente: G0/G1: 53%, S: 24% y G2M: 23% reflejando que 
aproximadamente un 47% de la población celular se encuentra transitando el ciclo celular. 
El tratamiento por 24 hs con los inhibidores de SphK gatilló un incremento de la proporción 
de células en la fase G0/G1 (76% para las tratadas con L-tDHS y 83% para las tratadas con 
SKI-II) a expensas de una disminución del porcentaje de células en las fases S (12% y 10%) 
y G2/M (12% y 7%). El tratamiento por 48 hs con el inhibidor L-tDHS no mostró cambios 
significativos en los porcentajes de las células en los distintos estadios del ciclo celular con 
respecto a las células no tratadas, a diferencia de las células tratadas con SKI-II dónde la 
proporción de células en cada una de las etapas fue G0/G1=93%, S=4% y G2/M=3% y 
G0/G1=75%, S=14% y G2/M=11% para las células control, demostrando también un claro 
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arresto en la etapa G0/G1 del ciclo celular. Las células tratadas con ambos inhibidores por 
72 hs no mostraron cambios significativos respecto del control, dónde los porcentajes tanto 
para las células tratadas como para las células control fue el siguiente: G0/G1=91%, S=5% 
y G2/M=4%. En esta condición vemos que un 90% de las células se encontraron arrestadas 
en la fase G0/G1 lo que refleja que se estaría produciendo una inhibición del ciclo por 
contacto celular, lo cual correlaciona con la disminución en la tasa de incremento observado 




















 Figura 29 A. La inhibición de SphK produce arresto en la etapa G0/G1 del ciclo celular. (A), (B) 
y (C) Células MDCK cultivadas en 0,5% de SFB por 24, 48 y 72 hs (control). (D), (E) y (F) Células 
cultivadas en 0,5% de SFB y con 5 µM de L-tDHS por 24, 48 y 72 hs. (G), (H) e (I) Células cultivadas 
en 0,5% de SFB y con 3 µM de SKI-II por 24, 48 y 72 hs. En los gráficos se representa el número de 
células en función del contenido de DNA (marcado con IP) en cada una de las fases del ciclo celular. 
Además se indican los porcentajes de células en cada una de las fases del ciclo comparando las 3 
condiciones. Los resultados son la media ± SEM de (n= 3 experimentos independientes p< 0,05 vs 
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Considerando que la inhibición de la SphK induce aumento de Cer y DHS, y que ambas 
moléculas poseen propiedades antiproliferativas, se incubaron las células pretratadas por 24 
hs con los inhibidores de SphK más el agregado de FB1 o MYR (Figura 29 B). El agregado 



















Por último para poder realizar una valoración cuantitativa de la proliferación celular en cada 
uno de los casos, se calculó el índice de proliferación celular (IP), que es la suma del número 
Figura 29 B. El agregado tanto de FB1 y MYR no produce cambios en el  arresto en la etapa 
G0/G1 del ciclo celular inducido por la acción de ambos inhibidores de SphK. (J) Células 
cultivadas en 0,5% de SFB en presencia de con 5 µM de L-tDHS y con el agregado de Fumonisina por 
24 hs. (K) Células cultivadas en 0,5% de SFB en presencia de 5 µM de L-tDHS y con el agregado de 
Myriosina por 24 hs. (L) Células cultivadas en 0,5% de SFB en presencia de 3 µM de SKI-II y con el 
agregado de Fumonisina por 24 hs. (M) Células cultivadas en 0,5% de SFB en presencia de 3 µM de 
SKI-II y con el agregado de Myriosina por 24 hs. En los gráficos se representa el número de células en 
función del contenido de DNA (marcado con IP) en cada una de las fases del ciclo celular. Además se 
indican los porcentajes de células en cada una de las fases del ciclo comparando las 3 condiciones. Los 
resultados son la media ± SEM de (n= 3 experimentos independientes. NS=no significativo (p˃ 0,05 
vs L-tDHS y SKI-II). IP= Ioduro de Propidio. 
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de células en las fases S y G2/M expresada como una fracción de la población total, y se 
define como: IP= [(S+G2/M)/ (G0/G1+S+G2/M)]×100% (Chavarria et al., 2012). Tanto en 
las células tratadas con L-tDHS como en las células tratadas con SKI-II por 24 hs se obtuvo 
una disminución del IP llegando al 22% y 17% mientras que en las células control fue de 
47%. En el caso de las células tratadas con SKI-II por 48 hs el IP fue del 7% 
significativamente menor que las células control (17%), en cambio para las células tratadas 
con L-tDHS por 48 hs el IP fue significativamente diferente al control. Tanto en células 
control como en tratadas por 72 hs con ambos inhibidores, el IP fue de 9%.  
 
8. La inhibición de la SphK fue acompañada de un incremento en la 
expresión de ciclina D1 y sin cambios significativos en la expresión de 
ciclina E 
Para determinar si el arresto en la fase G0/G1 de las células MDCK tratadas con los 
inhibidores de la SphK era subyacente a cambios en la expresión de ciclinas, es que se decidió 
medir la expresión tanto de la ciclina D1 como de la ciclina E por western blot. A partir de 
este punto todos los experimentos posteriores fueron realizados solo con un tipo de 
inhibidor (L-tDHS) debido a que como se demostró anteriormente el tratamiento con 
los inhibidores SKI-II y L-tDHS produjeron resultados similares en todos los efectos 
observados. Las células fueron incubadas con el inhibidor durante 24 hs debido a que durante 
ese tiempo se observa claramente el arresto de las células MDCK en la fase G0/G1 del ciclo 
celular como se mostró en la figura anterior y además la densidad celular es baja por lo que 
no existen los efectos del arresto del ciclo celular producido por la inhibición por contacto. 
Los resultados que se presentan en las Figuras 30 A y 30 B muestran que en la condición 
control ambas ciclinas D1 y E se encuentran expresadas tal como corresponde a células en 
G1. En los cultivos tratados con L-tDHS la cuantificación de la expresión de ciclina D1, 
medida como densidad óptica, aumenta cuatro veces respecto del control (Figura 30 C), por 
otra parte, los niveles de expresión de la Ciclina E no mostraron diferencias significativas 




















9. La inhibición de Sphk redujo la fosforilación de la proteína del 
retinoblastoma (Rb) 
Otro regulador clave en la progresión del ciclo celular es la proteína Rb que actúa en el 
llamado punto de restricción que limita el pasaje desde fase G1 tardía a la fase S. La proteína 
Rb juega un papel fundamental en este pasaje dependiendo de su grado de fosforilación. 
Cuando Rb se encuentra hipofosforilada, la proteína se encuentra unida al factor de 
transcripción E2F impidiendo así la acción del mismo. Cuando Rb se encuentra 
hiperfosforilada libera al factor E2F. Una vez liberado el factor de transcripción E2F se 
produce el pasaje de la fase G1 a la fase S del ciclo. Por este motivo es que se decidió estudiar 
el estatus de fosforilación de la proteína Rb por western blot. Como puede observarse en la 
Figura 31 A se detectan dos bandas Rb positivas que corresponden a diferente grado de 
fosforilación de esta proteína. Cuando se estableció la relación entre las densidades ópticas 
de las bandas correspondientes a la proteína hiperfosforilada/hipofosforilada se obtiene una 
relación del 50% menor, en las células tratadas con L-tDHS por 24 hs respecto del control, 
debido a un aumento de la banda correspondiente a la forma hipofosforilada de Rb y caída 
Figura 30. Expresión proteica de la Ciclina D1 y la Ciclina E relativa a la expresión de actina en 
células MDCK crecidas con 0,5% de SFB por 24 hs en presencia y en ausencia de L-tDHS. (A) 
Imagen correspondiente al western blot de ciclina D1. (B) Imagen correspondiente al western blot de 
ciclinaE. (C) Gráfico de la Cuantificación correspondiente a la relación ciclina D1/actina. (D) Gráfico 
de la Cuantificación correspondiente a la relación ciclina E/actina. (n=3 experimentos independientes 






Western blot de ciclina D1 Western blot de ciclina E 
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de la banda correspondiente a la forma hiperfosforilada de la misma (Figura 31 B). Por lo 
tanto, estos resultados sugieren que la inhibición de SphK favorece el estado hipofosforilado 













10. La inhibición de SphK produjo retención de la ciclina D1 en el núcleo 
Debido a que en células tratadas con L-tDHS se observaba un aumento de la expresión de 
ciclina D1 se decidió indagar sobre su localización intracelular. Para ello se realizó una 
inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo contra la proteína ciclina D1 que 
posteriormente es reconocido por un anticuerpo secundario conjugado con TRITC (rojo), y 
también se utilizó el marcador Hoechst (azul) para la visualización de núcleos celulares. 
Como se puede observar en la Figura 32 la ciclina D1 presenta una localización 
predominantemente citoplasmática en células control. En cambio en células tratadas con L-
tDHS por 24 hs la localización de la ciclina D1 es predominantemente nuclear.  
Los resultados demuestran que en células tratadas con L-tDHS se produce una retención 
nuclear de la ciclina D1. 
Figura 31. Expresión proteica de las formas hiper e hipofosfiriladas de la proteína Rb en células 
MDCK crecidas con 0,5% de SFB por 24 hs en presencia y en ausencia de L-tDHS. (A) Imagen 
correspondiente al western blot de las formas hiper (ppp-Rb) e hipofosforiladas (p-Rb) de la proteína 
Rb. (B) Gráfico de la Cuantificación correspondiente a la relación ppp-Rb/p-Rb. (n=3 experimentos 
independientes *p< 0,05 vs control). 
ppp-Rb= forma hiperfosforilada 





























11.  La inhibición controlada de SphK favoreció la transición G1-G0 
Debido a que la inhibición de la SphK producía una disminución en la proliferación celular 
con un aumento de la población de células en la fase G0/G1 del ciclo celular y considerando 
que las células que se encuentran en la etapa G0 no se encuentran dentro del ciclo celular 
(estado de quiescencia) y que las se encuentran en la etapa G1 son células que se encuentran 
ciclando, se decidió estudiar la conformación de la población celular G0/G1. Por esta razón 
células MDCK fueron cultivadas por 24, 48 y 72 hs con medio DMEM/F12 con 0,5% de 
SFB en presencia y en ausencia de L-tDHS. Posteriormente, para poder diferenciar las células 
que se encontraban en la fase G1 de las que se encontraban en la fase G0 se utilizó el colorante 
Naranja de Acridina (NA). Este colorante al ser excitado con un láser puede emitir a 
diferentes longitudes de onda según si se encuentra unido a RNA simple cadena o a DNA 
doble cadena. El principio de esta técnica se basa en que las células que se encuentran en G1 
Figura 32. Localización intracelular de la ciclina D1. Se puede observar en una imagen correspondiente 
a un aumento de 60X. La fluorescencia roja predominantemente citoplasmática correspondiente a la 
ciclina D1 en células control.  En cambio en células tratadas con L-tDHS se puede visualizar la 
fluorescencia roja confinada al núcleo celular. Además en cada una de las condiciones experimentales se 
muestran las imágenes obtenidas de la superposición de ambos colores. Las imágenes corresponden a un 
grupo de células representativas. En las imágenes también se pueden visualizar los núcleos celulares 
(fluorescencia azul).  
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tienen entre 5 y 10 veces más RNA ribosomal que las células que se encuentran en G0, 
mientras que el contenido de DNA es similar (Darzynkiewicz et al., 1976). 
 En la Figura 33 (paneles A y B) se exponen los dot- plots correspondientes a las células 
sin tratar (CONTROL) y tratadas por 24, 48 y 72 hs con L-tDHS dónde se pueden visualizar 
cada una de las subpoblaciones (GO, G1, S y G2M) en cada una de las condiciones 
ensayadas. 
Los resultados mostraron que tanto a 24 como a 48 hs en células control se observan 3 
subpoblaciones bien diferenciadas G1, S y G2M, dado por el contenido diferencial de DNA, 
pero sin disminución en el contenido de RNA. En cambio a 72 hs se observan 4 
subpoblaciones de células G1, S, G2/M y la aparición de células en G0. Las células tratadas 
con L-tDHS por 24 hs al igual que en las células control muestran 3 subpoblaciones bien 
diferenciadas G1, S y G2M, pero a 48 hs de tratamiento con L-tDHS además de las 3 
subpoblaciones anteriormente mencionadas se observa la aparición de células en G0. La 
proporción de células en la fase G0 se ve incrementada en células tratadas con L-tDHS por 
72 hs, y mostrando un incremento significativo en la proporción de células en esta fase 
respecto de las células control. Posteriormente se calculó la relación porcentual entre G0, G1 
y células en apoptosis (AP) (G0+G1+AP=100%) siendo para células con 0,5% de SFB por 
48 hs- la siguiente relación: G0 1%, G1 94% y AP 5% y para células con 0,5% de SFB por 
72 hs: G0 6%, G1 84% y AP 10%. En cambio para células tratadas con L-tDHS por 48 hs: 
G0 3%, G1 89% y AP 8%, y para células tratadas con L-tDHS por 72 hs: G0 24%, G1 60% 
y AP 16%. Estos resultados demuestran que la inhibición de la SphK favorece el tránsito de 
































En el panel C se puede visualizar el parámetro dado por el Forward-Scatter (FSC-height), 
laser que atraviesa las células de forma frontal y que nos da información relacionada al 
tamaño de las células; y el láser denominado Side-Scatter (SSC-height) que atraviesa las 
células de forma lateral y que nos da el parámetro relacionado a la forma del núcleo celular, 
la cantidad y tipo de gránulos citoplasmáticos y la rugosidad de la membrana plasmática. Se 
puede visualizar claramente que en células tratadas con L-tDHS por 48 y 72 hs y en células 
Figura 33. La inhibición de la SphK favorecería el tránsito G1-G0 del ciclo celular en células MDCK. 
Perfil de las poblaciones en células MDCK definidas a lo largo del ciclo celular en función de la cantidad de 
RNA vs la cantidad de DNA en: (A) Células cultivadas en 0,5% de SFB por 24, 48 y 72 hs. (B) Células 
cultivadas en 0,5% de SFB y con 5 µM de L-tDHS por 24, 48 y 72 hs. (C) Dot-plot de la complejidad 
citoplasmática (sc-height) y el tamaño (fsc-height) de células en la fase G0 y en la fase G1. (n=4 experimentos 
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con 0,5% de SFB por 72 hs (células control) existen 2 subpoblaciones de células bien 
definidas (G0 y G1) según los distintos parámetros de FSC-height y SSC-height. Se observa 
un valor mayor de FSC-height (Ymediana=295) para la subpoblación de células en la fase G0 
con respecto a las células que se encontraban en la fase G1 (Ymediana=245), indicativo de un 
mayor tamaño celular para las mismas. Por otro lado las células de la fase G0 presentan un 
valor menor (Xmediana= 201) de SSC-height comparado con las células que se encuentran en 
la fase G1 (Xmediana= 268), este valor menor de SSC-height denota menor granulosidad 
citoplasmática y distintas características morfológicas confirmando la presencia de 2 
subpoblaciones de células bien diferenciadas. 
 
B. Estudio de la importancia de actividad de la enzima esfingosina 
quinasa y la adquisición del fenotipo diferenciado  
 
12. Marcadores morfológicos de diferenciación celular 
Dado que los ensayos de citometría de flujo arrojan indicios de cambios morfológicos de 
las células en los cultivos tratados con el inhibidor de SphK, se procedió a indagar si el 
incremento en el porcentaje de células en G0 se correspondía con un tránsito hacia un estado 
de mayor diferenciación celular. Para ello se decidió observar la morfología de las células en 
presencia y en ausencia del inhibidor L-tDHS por 72 horas (Figura 34).  Es interesante 
destacar que en el cultivo de células podemos encontrar diferentes poblaciones de células, en 
lo que respecta a su tiempo de vida y su contexto en el cultivo. Así puede observarse cuando 
se utiliza un  bajo aumento (20X), que las células de reciente división se encuentran en los 
límites externos de las colonias como así también en colonias aisladas, mientras que por otro 
lado podemos encontrar células incluidas en el centro de la colonia, posiblemente con mas 
días de permanencia en el cultivo. Si bien genéticamente estamos en presencia de clones 
celulares, el comportamiento de estas células es diferente según su permanencia en el cultivo. 
Así se observan dos poblaciones: a) células en contexto de colonia (flecha negra) y b) células 
marginales de la colonia (flecha blanca). 
  










Estas dos poblaciones responden de manera diferente a la inhibición de SphK.  
En la Figura 35 se muestra una microscopía diferencial de contraste de interferencia (DIC) 
de las células en contexto de colonia. Como puede observarse las células control presentan 
una morfología típica de una célula fibroblastoide. El tratamiento con el inhibidor induce un 
cambio morfológico hacia un fenotipo de célula hexagonal, característico de una célula 









Las células en contexto de colonia son las de mayor edad de cultivo (72hs) y las que se 
encuentran en contacto con un entorno celular, es por esto que estas células son las que se 
utilizan para el estudio del proceso de diferenciación celular que se desarrolla a continuación. 
Figura 35. Microscopía diferencial de contraste de interferencia (DIC). Se 
observa la clara diferencia morfológica entre las células control y las tratadas con L-
tDHS.  
  
Figura 34. Heterogeneidad poblacional de 
células MDCK cultivadas en presencia y en 
ausencia del inhibidor L-tDHS por 72 hs. La   
imagen muestra el diferente comportamiento de 
las células MDCK. Células incluidas dentro de 
la colonia (flecha negra). Células marginales de 
la colonia (flecha blanca).    
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12.1. Organización del citoesqueleto de actina y las uniones adherentes 
Es aceptado que todo cambio morfológico conlleva cambios en la arquitectura celular, los 
que a su vez están regidos por cambios en el citoesqueleto de actina, fundamental en la 
generación de la polaridad celular. Es por ello que se decidió estudiar la distribución del 
citoesqueleto de actina en un cultivo de células MDCK en presencia y en ausencia del 
inhibidor L-tDHS por 72 horas. Para llevar a cabo este propósito se utilizó la toxina faloidina 
que tiene la capacidad de unirse a la actina polimerizada (F-actina), y se captaron imágenes 
en tres planos (Inferior, Medio y Superior). En la Figura 36 se puede observar en las imágenes 














Las imágenes denotan la forma ligeramente alargada de las células. En los planos inferior, 
medio y superior se puede visualizar la presencia de fibras de stress. En las células tratadas 
con L-tDHS se puede observar en los tres planos estudiados la presencia de: cortex celular 
de actina, límites intercelulares bien definidos y la forma celular hexagonal típica de una 
célula epitelial diferenciada. 
Figura 36. Inmunofluorescencia de la organización del citoesqueleto de actina en células MDCK. 
Se puede observar en tres planos (inferior, medio y superior) la presencia de actina (verde) formando las 
fibras de estrés y la ausencia de límites celulares en células control (solo con 0,5% de SFB por 72 hs). 
Para las células tratadas con L-tDHS por 72 hs se observa la presencia del cortex de actina y la 
delimitación intercelular. Las imágenes corresponden a un grupo de células representativas.  
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El fenotipo de una célula epitelial está relacionado con el establecimiento de uniones 
adherentes. El complejo de unión adherente está formado por cadherinas (E-cadherina) que 
se unen a través de su dominio citoplasmático a otras proteínas denominadas cateninas, (α-
catenina y β-catenina) las que a su vez se conectan con el citoesqueleto de actina (Gopal et 
al., 2016). En primera instancia se evaluó por inmunofluorescencia la localización de E-
cadherina. Las imágenes (60X) de la Figura 37 muestran que tanto las células control como 
las células tratadas con L-tDHS por 72 hs expresan E-cadherina. En células control se puede 
observar a la E-cadherina delimitando la célula aunque en forma intermitente (magnif) y un 
patrón difuso de la E-cadherina en los bordes de las uniones intercelulares. En cambio en 
células tratadas con L-tDHS se puede observar que la distribución de la E-cadherina aparece 





Como se mencionó anteriormente, otra proteína importante en la unión adherente es la β-
catenina. Esta proteína funciona como proteína accesoria, otorgando estabilidad a la unión 
célula-célula y permitiendo la conexión de la E-cahderina con el citoesqueleto de actina 
Figura 37. Inmunofluorescencia de la distribución de la E-cadherina en células MDCK. Se puede observar 
en células control la presencia de la E-cadherina (verde) distribuida difusamente sobre el borde de la célula no 
definiendo bien la unión célula-célula. Para las células tratadas con L-tDHS se observa a la E-cadherina 
delimitando claramente los bordes de las uniones intercelulares y una distribución más compacta y clara en los 
bordes celulares. Esto puede verse en mayor detalle en las imágenes magnificadas (magnif – cabeza de flecha 
blanca). Azul=Hoechst, verde=E-cadherina, merge=superposición, magnif=ampliación. 
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(Gopal et al., 2016). En consecuencia se evaluó por inmunofluorescencia la localización de 
β-catenina. Las imágenes (60X) de la Figura 38 muestran que en ambos casos tanto las 
células control como las células tratadas con L-tDHS por 72 hs expresan β-catenina. En las 
células control se puede observar a la β-catenina con una distribución citoplasmática difusa 
y un patrón discontinuo en los bordes de las uniones intercelulares. En cambio en células 
tratadas con L-tDHS se puede observar a la β-catenina delimitando los bordes en las uniones 
célula-célula reflejando una unión adherente de mayor madurez (magnif-flecha blanca). Si 
bien en ambas condiciones se observa una distribución citoplasmática de β-catenina se 
destaca en células tratadas una acumulación en una zona supranuclear compatible con el 



















Figura 38. Inmunofluorescencia de la distribución de la β-catenina en células MDCK. Se puede observar 
en células control la presencia de la β-catenina (rojo) distribuida difusamente sobre el borde de la célula, a 
diferencia de las células tratadas con L-tDHS, donde se observa a la β-catenina delimitando claramente los 
bordes de las uniones (magnif –flecha blanca), además de un marcada localización supranuclear (magnif –flecha 
gris). Azul=Hoechst, rojo=β-catenina, merge=superposición, magnif=ampliación. 
  
  
   Resultados 
88 
 
13. Estudios de microscopía confocal de fluorescencia 
13.1. Análisis detallado de las uniones adherentes 
Para poder estudiar la localización y la distribución exacta de la β-catenina y la E-cadherina 
en la formación y el establecimiento de la unión adherente, fue necesario el uso de un 
microscopio confocal. Para este estudio se realizaron inmunofluorescencias en un cultivo de 
células MDCK cultivadas con 0,5% de SFB en presencia y en ausencia (células control) del 
inhibidor L-tDHS por 72 horas contra la proteína E-cadherina (fluorescencia verde) y contra 
β-catenina (fluorescencia roja) que se analizaron por microscopía confocal, la cual permite 
realizar el seccionamiento óptico de las muestras y obtener imágenes de los distintos planos 
focales de la monocapa de células. El procedimiento consistió en realizar secciones cada 0,5 
μm desde el plano más basal hacia el plano más apical de la monocapa de células. Los 
resultados son expuestos en paneles en los cuales se observa imágenes tomadas con un 
aumento de 60X cada 0,5 um (Figura 39 A de a-j) desde la sección basal con fluorescencia 
positiva hacia la zona superior de las células. Los paneles incluyen las fotos de la 
superposición de ambas proteínas, para cada uno de los planos focales. Cómo se puede 
visualizar en las imágenes, en células control la señal verde correspondiente a E-cadherina 
se encuentra en los límites celulares, contorneando a las células desde el plano focal a hasta 
el plano j. Desde el plano focal b hasta el plano focal j, también se observa un reservorio de 
E-cadherina en el citoplasma y disminuyendo su intensidad de fluorescencia en los planos 
superiores (h-j) hasta casi desaparecer, lo que da la pauta de ausencia de E-cadherina en el 
borde superior. En cambio la β-catenina presenta una localización predominantemente 
intracelular (planos b-j), salvo en algunos puntos de la unión célula-célula (uniones 
adherentes) dónde se la encuentra colocalizando con la E-cadherina (color amarillo), esta 
imagen se la puede visualizar claramente en el plano d (flechas blancas y recuadro punteado 
blanco). Además al igual que E-cadherina también se observa una disminución significativa 
de su intensidad de fluorescencia hasta prácticamente desaparecer en los planos superiores 
(h-j) lo que indica ausencia de β-catenina en el borde superior. Este tipo de distribución de 
E-cadherina y β-catenina en “zig-zag” es característico de una unión adherente inmadura 
(Sanchez et al., 2007). Para realizar un análisis más detallado de la distribución de 
fluorescencia en la unión adherente, es que se realizó una magnificación de la zona delimitada 
por un recuadro punteado blanco del panel A-d. En la Figura 39 B se observa en mayor detalle 
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que E-cadherina con β-catenina presentan una colocalización parcial, con un área de 
distribución que incluye no solo el límite de la célula-célula, sino también las zonas próximas. 
Con el objeto de obtener una cuantificación de la distribución tanto de E-cadherina como de 
β-catenina, se realizó un perfil de fluorescencia o “line-profile” (perfil de línea)  (del Pozo et 
al., 2004). Esta denominación consiste en medir la intensidad de fluorescencia, para cada uno 
de los fluorocromos, en cada punto de una línea predeterminada. A tal efecto, se traza una 
línea (ver línea punteada Figura B) que tiene como centro la zona de contacto célula-célula. 
El análisis de la distribución de fluorescencia por “line-profile” (Figura 39 B-gráfico), 
muestra que E-cadherina presenta dos máximos (indicados con flechas celestes tanto en el 
gráfico como en la imagen). Esta primera observación sugiere que la E-cadherina de ambas 
células no se encontrarían interactuando, ya que de ser así solo observaríamos un único 
máximo. Respecto de la distribución de fluorescencia de β-catenina observamos que la 
distribución resulta más difusa y que las zonas de mayor intensidad no siguen exactamente 
el mismo patrón que E-cadherina. Del perfil de line profile se observa que la localización de 
ambas proteínas abarcaría aproximadamente 5 μm de espesor en el plano xy. Con la 
integración de los cortes del seccionamiento óptico se realizaron las reconstrucciones del eje 
Z (Figura 39 C). Como puede observarse, E-cadherina y β-catenina ocupa los límites célula-
célula. Sin embargo estos límites resultan difusos dado por el espesor que ocupan. Además 
la E-cadherina colocaliza en algunos puntos precisos de las uniones célula-célula y no en 
toda la unión célula-célula, dónde se destaca una predominancia de la E-cadherina 
contorneando prácticamente toda la unión intercelular (flechas blancas). Otra estrategia que 
permite la integración del seccionamiento óptico son las reconstrucciones 3D (Figura 39 D). 
En ellas se pseudocoloreó en verde E-cadherina y en rojo β-catenina, de modo de mantener 
el patrón de colores analizado en los paneles. En estas reconstrucciones puede apreciarse la 
distribución de ambas proteínas, donde puede evidenciarse claramente la distribución en 
“zig-zag”. Vemos que E-cadherina se encuentra distribuida prácticamente en la zona de las 
uniones intercelulares y minoritariamente en un pequeño reservorio intracelular (flecha gris). 
En cambio la β-catenina se encuentra distribuida difusamente en las uniones intercelulares y 
también se observa una gran acumulación intracelular de la misma (flecha blanca). En la 
magnificación de la superposición de ambas proteínas, vemos que existen zonas de 
colocalización (flecha azul), pero también se hace evidente la presencia de reservorios 
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intracelulares de ambas proteínas. Estos reservorios no se encuentran co-distribuidos (Flecha 



























Figura 39. Comparación de la distribución 
de las proteínas E-cadherina y β-catenina 
en células MDCK cultivadas con 0,5% de 
SFB en ausencia del inhibidor L-tDHS 
(control) por 72 hs. (A) 
Inmunofluorescencias realizadas con doble 
marcación: en verde la proteína E-cadherina y 
en rojo la proteína β-catenina. (B) Line-
profile- Cuantificación de distribución de 
fluorescencia relativa en función de la 
distancia, donde cada punto representa la 
media ± error estándar. (C) y (D) 
Reconstrucciones 3D y del eje Z obtenidos a 
partir del seccionamiento óptico.  
  
   Resultados 
91 
 
En la Figura 40 A se muestran los planos focales (a-g) correspondientes a las células tratadas 
con L-tDHS por 72 hs. Lo primero que se destaca de la observación es una distribución bien 
delimitada y focalizada tanto de E-cadherina como de β-catenina colocalizando (color 
amarillo) en los límites celulares, a diferencia del control dónde la distribución de ambas 
proteínas era difusa a lo largo del límite célula-célula, donde solo se observaba colocalización 
en algunos puntos (Figura 39 A). Además de observarse distribución de ambas proteínas a lo 
largo de toda la unión adherente se visualiza un reservorio intracelular de ambas proteínas en 
los planos anteriormente descriptos. Por otra parte al igual que en células control la intensidad 
de fluorescencia para ambas proteínas va disminuyendo hasta casi desaparecer en los planos 
focales superiores (a-j) indicando ausencia de localización de ambas en el borde superior de 
la célula. Tomando el perfil de línea del panel g (magnificación-recuadro blanco) se realizó 
el análisis de “line-profile”. El análisis de la distribución de fluorescencia por “line-profile” 
(Figura 40 B), muestra que en células tratadas con L-tDHS un pico máximo de fluorescencia 
verde (E-cadherina) y roja (β-catenina) colocalizando en la unión intercelular (color amarillo- 
flecha azul- distancia 2 μm). Esto sugiere un perfecta co-distribución de ambas proteínas, 
sinónimo de una unión adherente madura. Por otro lado, la señal fluorescente verde alcanza 
otros 2 picos más (flechas grises) pero de menor intensidad. El primer pico indica 
localización intracelular de E-cadherina y una disminución significativa de la intensidad de 
fluorescencia roja hasta llegar a un valor mínimo que se mantiene constante indicando una 
cantidad muy baja de β-catenina localizada intracelularmente comparada con E-cadherina. 
Cuando se observa la reconstrucción del eje z (Figura 40 C), podemos ver claramente que la 
E-cadherina y la β-catenina colocalizan (flechas blancas-amarillo intenso). Esta distribución 
en una “línea” vertical, sugiere que ambas proteínas además de encontrarse co-distribuidas 
están formando parte de la unión célula-célula.  Este detalle también puede apreciarse en la 
reconstrucción 3D (Figura 40 D) dónde se puede visualizar tanto a la E-cadherina como a β-
catenina distribuidas mayoritariamente en los bordes celulares. En las superposiciones de las 
reconstrucciones 3D de ambas proteínas (merge) se observa una clara colocalización de 
ambas (amarillo intenso) a lo largo de toda la unión adherente, observándose también un 
reservorio intracelular tanto de E-cadherina como de β-catenina. Esta descripción puede 
observarse mejor en la magnificación del merge dónde se observa la colocalización de ambas 
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proteínas (color amarillo intenso-flecha azul), así como también los reservorios intracelulares 


























Figura 40. Comparación de la distribución de 
las proteínas E-cadherina y β-catenina en 
células MDCK cultivadas con 0,5% de SFB 
en presencia del inhibidor L-tDHS (control) 
por 72 hs. (A) Inmunofluorescencias realizadas 
con doble marcación: en verde la proteína E-
cadherina y en rojo la proteína β-catenina. (B) 
Line-profile- Cuantificación de distribución de 
fluorescencia relativa en función de la distancia, 
donde cada punto representa la media ± error 
estándar. (C) y (D) Reconstrucciones 3D y del 
eje Z obtenidos a partir del seccionamiento 
óptico. 
   Resultados 
93 
 
Resumiendo, en células tratadas con L-tDHS por 72 hs se observa el establecimiento de una 
unión adherente madura caracterizada por la clara colocalización entre ambas proteínas a una 
distancia de 2 μm a lo largo de toda la unión adherente, a diferencia de las células control 
dónde si bien hay una colocalización entre ambas proteínas es a una distancia mayor (5 μm), 
mucho más difusa y solo en algunos puntos de la unión intercelular, esto refleja la presencia 
de un esbozo de unión intercelular de mayor grado de inmadurez.  
 
13.2. Establecimiento de las uniones estrechas 
Como bien se mencionó en la introducción las uniones estrechas son fundamentales en el 
establecimiento y mantención de la asimetría basal-apical que es clave en la polarización de 
las células epiteliales y en la adquisición del fenotipo diferenciado. Para poder visualizar si 
existía formación de uniones estrechas se evaluó por inmunofluorescencia la distribución de 
la glicoproteína gp135, un marcador apical ampliamente utilizado para células MDCK 
(Meder et al., 2005) y la proteína citoplasmática ZO-1, que interacciona con las proteínas 
integrales ocludina y claudina, proteínas clave en la formación de las uniones estrechas (Mitic 
et al., 2000) en un cultivo de células MDCK cultivadas con 0,5% de SFB en presencia y en 
ausencia (células control) del inhibidor L-tDHS por 72 horas. En los paneles se puede 
visualizar la distribución del marcador gp135 (fluorescencia roja) y de la proteína ZO-1 
(fluorescencia verde).  
En la Figura 41 A se esquematizan secciones de 0,5 μm desde el plano más basal hacia el 
plano más apical de la monocapa de células (representación gráfica). En la Figura 41 B se 
observa que en células control la gp135 puede visualizarse desde todos los planos focales 
con una distribución tanto lateral como superior ocupando toda la membrana celular (7 µm). 
Esta distribución se visualiza más claramente en la magnificación de una sola célula 
(recuadro blanco) en donde la intensidad de señal (fluorescencia roja) es más fuerte en los 
planos inferiores (a-g) y menos intensa en los planos superiores (h-j). Por otra parte la 
proteína ZO-1 posee una distribución intracelular en forma de vesículas que se observa en 
todos los planos focales de la monocapa. 
 




























Figura 41. Seccionamiento óptico de las células MDCK y análisis de la distribución de las proteínas ZO-1 
y gp-135 tanto en la condición control como en células tratadas con L-tDHS por 72 hs. (A) Representación 
gráfica del seccionamiento óptico en distintos planos focales. (B) y (C) Inmunofluorescencias realizadas con 
doble marcación: en verde la proteína ZO-1 y en rojo el marcador apical gp135 tanto para la condición control 
como para células tratadas con L-tDHS por 72 hs. Reconstrucciones 3D y del eje Z obtenidos a partir del 
seccionamiento óptico. 
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Las fotos correspondientes a la superposición de las imágenes verdes y rojas no muestran 
colocalización de ambas señales fluorescentes. Esto se evidencia a través de los índices de 
Pearson. El índice de pearson es un parámetro cuantitativo que indica colocalización cuando 
los valores son superiores a 0,75. En todos los planos analizados vemos que los valores son 
inferiores a 0,2, lo que indica ausencia de colocalización. Las reconstrucciones 3D y del eje 
Z fueron realizadas como se describe en la sección materiales y métodos y pseudocoloreadas 
en rojo para gp135 y en verde para ZO-1, de modo de mantener el patrón de colores analizado 
en los paneles anteriormente descriptos. La imagen de la reconstrucción 3D evidencia a la 
proteína gp135 distribuida a lo largo de toda la membrana celular y en algunas células 
también observamos que se encuentra en la zona superior de la misma.  A su vez la proteína 
ZO-1 se observa como puntos intracelulares aislados. La reconstrucción del eje Z, donde se 
observa las células de perfil, muestra fuerte intensidad de señal fluorescente roja en los bordes 
laterales y más débil en el borde superior. Esto sugiere que la proteína gp135 presenta una 
localización homogénea en la membrana plasmática, ocupando aproximadamente 7 um de 
espesor, medida que coincide con la altura de estas células. 
En la Figura 41 C se observa que en células tratadas con L-tDHS por 72 hs se producen 
cambios sustanciales en la distribución de la gp135 (señal fluorescente roja) y también de la 
ZO-1 (señal fluorescente verde), dónde se puede visualizar claramente que la proteína ZO-1 
presenta una fuerte intensidad de señal hacia los bordes laterales que es evidente en los planos 
inferiores (planos a-c) disminuyendo significativamente hacia los planos superiores (c-f) y 
visualizándose claramente en la magnificación de una sola célula (recuadro blanco). Para el 
caso de la proteína gp135 se observa señal fluorescente positiva desde los cortes inferiores 
pero de muy baja intensidad (a-c) incrementándose hasta hacerse muy intensa en los planos 
superiores (d-f). En la reconstrucción 3D se puede apreciar con mayor detalle a la proteína 
ZO-1 distribuida en los bordes celulares laterales (2 µm) y a diferencia de la proteína gp135 
que aparece prácticamente confinada en el borde superior (4 µm). Tampoco se observa al 
igual que en las células control colocalización de ambas señales fluorescentes. Por otro lado 
en la Figura a de la reconstrucción del eje Z se puede observar a la proteína ZO-1 
circunscripta como puntos verdes fluorescentes intensos en el borde lateral, en cambio el 
marcador apical gp135 se localiza exiguamente en el borde lateral (señal de fluorescencia 
roja tenue) y esta señal se intensifica llegando al borde superior (flechas blancas). En la 
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Figura b correspondiente a los planos superiores se ve en mayor detalle la localización de 
gp135 circunscripta al borde superior y a la proteína ZO-1 bien focalizada en puntos verdes 
fluorescentes bien intensos tal como se había descripto en la anterior Figura y reforzando lo 
visualizado en la reconstrucción 3D. A modo de resumen en células tratadas con L-tDHS por 
72 hs se puede observar un esbozo de delimitación entre un borde apical, dónde encuentra 
distribuido solo el marcador apical de células MDCK gp135 y un esbozo de borde lateral 
dónde se encuentra confinada la proteína ZO-1, a diferencia de las células control dónde el 
marcador gp-135 se encuentra en el borde lateral y difuso en el borde superior y dónde la 
proteína ZO-1 se encuentra en forma de vesículas citoplasmáticas sin formar parte de las 
uniones intercelulares. Esta delimitación vista en células tratadas con L-tDHS en dos bordes 
celulares bien definidos (uno apical y otro lateral) en donde se encuentran distribuidas estas 
proteínas es característico en la formación una unión estrecha madura, reflejando un mayor   
grado de diferenciación celular. 
 
14. Análisis transcripcional de la expresión de E-cadherina y cadherina-16 
Está ampliamente aceptado que las cadherinas son proteínas fundamentales en el 
mantenimiento de la adhesión celular y considerando que este hecho es crucial para la 
adquisición del fenotipo diferenciado en células epiteliales, quisimos estudiar la expresión 
génica de dos marcadores que se encuentran fuertemente expresados durante el desarrollo y 
diferenciación de las células epiteliales: E-cadherina que se encuentra fuertemente expresada 
en las uniones adherentes de las células epiteliales (Braga, 2016) y de otra cadherina 
denominada cadherina-16 que se encuentra expresada exclusivamente en células de epitelio 
renal (Thedieck et al., 2005). Para ello, las células fueron cultivadas de acuerdo al protocolo 
ya descripto en Materiales y Métodos en presencia y en ausencia del inhibidor L-tDHS 
durante 72 hs. Posteriormente se extrajo el RNA total y se realizó una semicuantificación de 
la expresión del RNAm tanto de la E-cadherina como de la cadherina-16 en relación a la 
expresión del gen de la β-actina mediante retrotranscripción y posterior PCR (RT-PCR). Los 
resultados se exponen en la Figura 42. El análisis semicuantitativo demuestra que la 
expresión génica tanto de E-cadherina como de caherina-16 se encuentra aumentada en 
células tratadas con el inhibidor L-tDHS por 72 hs, lo que indica que la inhibición controlada 
de SphK induce un aumento de la transcripción de los genes de E-cadherina y cadherina-16. 


















15. Marcadores bioquímicos de diferenciación celular 
15.1 Análisis de lectinas 
Las lectinas son un grupo heterogéneo de glicoproteínas agrupadas por su habilidad de 
reconocer y unirse a carbohidratos o glicoconjugados con una alta especificidad. Para 
examinar los cambios en el patrón de glicosilación y poder evaluar el grado de diferenciación 
celular es que se recurrió a utilizar dos tipos de lectinas: DBA y BSL-I. Estas lectinas se unen 
diferencialmente a carbohidratos presentes en la célula. DBA (Dolichos biflorus) se une 
específica y fuertemente a los carbohidratos α1,3-N-acetil galactosamina presentes en las 
células epiteliales del túbulo colector y muy débilmente y en bajo porcentaje a 
miofibroblastos intersticiales (grado muy bajo de diferenciación celular). Contrariamente, la 
lectina BSL-I (Bandeiraea simplicifolia lectina I) exhibe el patrón inverso, se une específica 
y fuertemente a los carbohidratos α-N-acetilgalactosamina y α-D-galactosa presentes en 
células intersticiales y débilmente a los carbohidratos presentes en las células epiteliales del 
túbulo colector. Con el objeto de evaluar si los cambios morfológicos se corresponden con 
Figura 42. Expresión génica de la E-cadherina y la cadherina-16 relativa a la expresión de β-actina 
en presencia y en ausencia de L-tDHS por 72 hs medida por RT-PCR. (A) y (B) Imagenes 
correspondientes a la expresión génica tanto de la E-caherina como de la cadherina-16 en relación a la β-
actina en ambas condiciones de cultivo (control vs L-tDHS). (C) y (D). Cuantificación de la relación E-
cadherina/ β-actina y cadherina-16/ β-actina en ambas condiciones de cultivo. (n=3 experimentos 
independientes *p< 0,05 vs control). 
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los diferentes grados de diferenciación celular anteriormente mencionados se realizó una 
microscopía de fluorescencia con DBA biotinilado (el cual se revela con estreptavidina 













Las imágenes en (60X) y (10X) de la Figura 43 muestran que en células control se observa 
un bajo porcentaje de células con señal positiva para DBA, en contraposición a las células 
tratadas con L-tDHS en dónde la señal DBA positiva (roja) es intensa y se encuentra 
delimitando los bordes intercelulares y señal intracelular también de gran intensidad. Se 
visualiza un patrón inverso para la lectina BSL-I, donde prevalece una fuerte intensidad de 
señal (verde) para las células control marcando principalmente los bordes intercelulares y 






Figura 43. Inmunofluorescencia de las lectinas (DBA y BSL-I) en células MDCK. En las 
imágenes tanto 60X y 10X se puede observar a células control (solo con 0,5% de SFB por 72 hs) una 
señal débil para DBA y una señal intensa para BSL-I. En cambio para las células tratadas con L-
tDHS se observa el patrón inverso, una señal intensa para DBA y una señal débil para BSL-I. Las 
imágenes corresponden a un grupo de células representativas.  
  
  




Los esfingolípidos son componentes estructurales y funcionales de las membranas biológicas 
y han emergido como protagonistas fundamentales en procesos biológicos contrapuestos 
como son la supervivencia, la proliferación y la muerte celular. La biosíntesis de los 
esfingolípidos presenta una intrincada red de reacciones que conducen a la formación de una 
gran diversidad de los esfingometabolitos. Esta red está constituida por una interrelación 
entre la síntesis de novo, la vía de reciclaje, la vía de degradación directa de la esfingomielina 
y la degradación final de la base esfingoidea. 
Dentro del metabolismo de los esfingolípidos se destacan dos moléculas. La ceramida, 
molécula pivote del metabolismo de todos los esfingolípidos y la S1P, molécula a la cual 
deben ser metabolizados todos los esfingolípidos para su degradación final. Estas dos 
moléculas próximas desde el punto de vista metabólico, presentan actividades 
diametralmente opuestas. Mientras la ceramida está relacionada con el arresto del ciclo 
celular, la diferenciación, senescencia y la apoptosis; la S1P está relacionada con la 
proliferación celular, la migración y la resistencia a la apoptosis. Las actividades biológicas 
opuestas entre estos metabolitos instauró lo que se dio en llamar “modelo del reóstato” 
(Spiegel and Milstien, 2003a). De acuerdo con este modelo sobre-simplificado (pero que 
ayuda a comprender la estrecha relación entre estos dos lípidos) las concentraciones relativas 
de cada metabolito son las que inclinan la balanza hacia un destino celular u otro 
completamente opuesto. Actualmente se encuentra vigente el “modelo esfingodinámico”, 
(Fyrst and Saba, 2010) concepto que contempla los efectos ejercidos sobre las células vía la 
interrelación entre los distintos esfingolípidos bioactivos, sus blancos intracelulares y 
extracelulares (vía receptores), como así también los efectos parácrinos y endócrinos de 
estos, otorgando mayor complejidad al estudio y compresión de los mismos.  
El modelo esfingodinámico tiene como uno de sus actores principales a la vía SphK/S1P. De 
hecho, numerosos trabajos han reportado a la vía SphK/S1P como partícipe fundamental de 
diversos, e incluso antagónicos procesos biológicos. Dada su capacidad de poder actuar en 
forma intrácrina, autócrina, parácrina y endócrina resulta de gran complejidad la 
comprensión de los mecanismos por los cuales opera esta vía. Si bien el conocimiento sobre 
este metabolito es ingente en todas las funciones biológicas en el que está involucrado poco 
se sabe sobre las acciones y los blancos intracelulares del mismo (Maceyka et al., 2012). Más 




aun, la activación de los diferentes receptores de S1P que conllevan a diversas, pleiotrópicas 
y opuestas acciones biológicas sobre los diferentes tipos celulares hacen que sea aún más 
difícil asignarle una función específica (Kunkel et al., 2013; Rosen et al., 2013). 
Los antecedentes previos de nuestro laboratorio habían demostrado dos pilares sobre los 
que se plantea el presente trabajo de tesis: 
Por un lado, se determinó la implicancia del metabolismo de los esfingolípidos en el 
desarrollo renal en ratas de 10 y de 70 días. Microscópicamente se observó que a los 10 días 
la papila renal estaba en estado de alta proliferación, escasa diferenciación y alta 
desorganización tisular. En cambio en ratas de 70 días el sistema se encontraba en un estado 
de baja proliferación, alta diferenciación y organización tisular (presencia de túbulos 
colectores y asa de Henle) (Marquez et al., 2002). Cuando se evaluó el metabolismo de los 
esfingolípidos en esta condición se observó que el esfingolípido predominante en las ratas de 
10 días era la S1P, mientras que en ratas de 70 días predominaba la ceramida. Este 
predominio de la S1P en las ratas de 10 días correlacionaba con una mayor expresión de la 
SphK. De este trabajo se desprende el primer concepto fundamental sobre el que se desarrolla 
el presente trabajo de tesis, donde el tono de síntesis de S1P y la expresión de la SphK 
varían según el grado de diferenciación tisular (Facchinetti et al., 2003) 
Por otro lado, en nuestro laboratorio se demostró que la S1P era necesaria para 
mantener la supervivencia y la viabilidad celular debido a que cuando se inhibió la SphK 
con un inhibidor farmacológico se produjo un efecto deletéreo causando disminución de la 
supervivencia celular con acumulación de ceramida en células MDCK  (Nieto, Pescio et al. 
2008). En ese trabajo se demostró que la S1P era capaz de regular negativamente la 
síntesis de novo, a través de modulación de la actividad de las enzimas serina palmitoil 
transferasa y ceramida sintasa. Así, además de las diferentes acciones ejercidas por receptores 
o por mecanismos intracelulares, se demostró un nuevo mecanismo de acción por el cual 
podía operar la vía ShpK/S1P ejerciendo el control del metabolismo de los esfingolípidos.  
Es sobre la base de estos dos resultados que se plantea el presente trabajo de tesis, en 
dónde la modulación de la expresión de SphK y el tono de síntesis de su producto (S1P) 
determinan diferentes destinos celulares.   




Como objetivo general de este trabajo de tesis, nos propusimos dilucidar si la modulación 
de la enzima esfingosina quinasa (SphK) y así de su producto S1P era una consecuencia o 
una condición en la determinación del destino celular. En forma más específica, los objetivos 
particulares, apuntaron a discernir la participación de esta enzima y su producto en los 
procesos de proliferación y diferenciación celular epitelial, dado que la S1P resulta un 
esfingolípido fundamental en procesos proliferativos y de supervivencia celular de 
prácticamente todos los tejidos.  
Si bien el rol de la S1P sobre la proliferación celular en varios tipos celulares ha sido 
estudiado (Sanchez and Hla, 2004; Spiegel and Milstien, 2002; Spiegel and Milstien, 2003a), 
existe escasa evidencia sobre el papel de la S1P en el proceso de diferenciación en células 
epiteliales. Es por ello, que en base a los resultados anteriormente descriptos, surgió la 
siguiente hipótesis: “la inhibición controlada de la SphK induce una disminución de la 
proliferación celular facilitando el tránsito desde el estado proliferativo hacia el estado 
diferenciado en las células epiteliales renales”.  
Como modelo de célula epitelial renal se utilizó la línea celular MDCK, línea celular 
derivada de túbulos colectores renales, ampliamente utilizada para analizar procesos de 
proliferación y diferenciación celular (Rodriguez-Boulan et al., 2005).  
 
1. El gradiente de activación de la vía SphK/S1P determina el pasaje 
progresivo desde la proliferación, arresto y muerte celular 
El primer interrogante que se planteó fue determinar si la modulación de la actividad de 
la vía SphK/S1P presentaba un efecto diferencial en las funciones celulares anteriormente 
descriptas. En especial nos centramos en determinar si el tono de síntesis de la vía SphK/S1P 
presentaba un efecto diferencial en los procesos de proliferación y muerte celular epitelial. 
Para ello se evaluó el efecto de la inhibición parcial de la vía por el uso de diferentes 
concentraciones de inhibidores farmacológicos. La elección de un método farmacológico y 
no a través del uso de siRNA, radicaba en la necesidad de producir una inhibición controlada 
de la enzima, efecto no logrado por silenciamiento. Para validar el efecto producido por la 
inhibición farmacológica parcial, se emplearon dos inhibidores de naturaleza y mecanismo 




de acción diferente (L-tDHS y SKI-II): Ki de L-tDHS= 3-6 µM (Orr Gandy and Obeid, 
2013); Ki de SKI-II de 8-16 µM (Gao et al., 2012)). Cuando se analizó el efecto de los 
inhibidores (Figuras 18 y 19), se observó claramente la presencia de dos fenómenos 
dependientes de la concentración de los inhibidores. Por un lado se observa en una primera 
instancia, que a bajas concentraciones de los inhibidores (5 µM de L-tDHS y 3 µM de SKI-
II), las células sufrieron una disminución en el incremento de número de células, sin 
alteración de la viabilidad celular. Si se incrementa la concentración de los inhibidores se 
observa pérdida de la viabilidad celular. De estos resultados se desprende que dependiendo 
el grado de inhibición de la vía SphK/S1P, las células responden de manera diferente. Si bien 
se ha descripto que la disminución de la síntesis de S1P se asocia a muerte celular por 
apoptosis, no se encuentra documentado que esta disminución parcial del tono de síntesis 
contribuya al arresto celular. Estos resultados se encuentran en la misma dirección de un tema 
actual en la acción de los esfingolípidos, que involucra la existencia de un gradiente, el cual 
es determinante en el efecto y mecanismo de acción. Se encuentra reportado que tanto la 
síntesis como la degradación de la S1P poseen un papel fundamental en el mantenimiento 
del gradiente de este metabolito y que dicho gradiente resulta un factor determinante en la 
acción de este esfingolípido, como así también los mecanismos moleculares activados. 
Ejemplo de esto es el gradiente de S1P entre el torrente circulatorio (~1 μM) y los espacios 
intersticiales (orden de 1 nM), donde la existencia de esta diferencia de concentración resulta 
determinante para la acción vía activación de receptores (como se discute más adelante) 
(Olivera et al., 2013). El gradiente de S1P resulta ser clave también en la migración de células 
del sistema inmune (Allende et al., 2011; Schwab et al., 2005) al punto de ser el pilar 
molecular de terapias contra enfermedades autoinmunes como el cáncer, la artritis 
reumatoidea y la diabetes tipo 1 (Kitano et al., 2006; Maceyka et al., 2012; Olivera et al., 
2013). Si bien este tipo de gradiente a nivel “anatómico” está ampliamente reportado, son 
aún escasos los estudios que relacionan la presencia de gradientes a nivel “intersticial-
celular”, y la existencia de diferentes respuestas celulares. Es por ello que nuestro sistema de 
estudio en principio sugiere que dependiendo del tono de síntesis de S1P, existe una respuesta 
diferencial de las células epiteliales, donde podemos ir de una disminución de la tasa de 
proliferación a una muerte celular por apoptosis. El interrogante que surgió a continuación 




fue evaluar cuál era mecanismo por el cual esta disminución del tono de síntesis ejerce su 
acción.   
Como se mencionó anteriormente, la inhibición parcial de SphK produce un aumento del 
tono de síntesis de ceramida en células MDCK, trayendo como consecuencia una 
disminución de la viabilidad celular (Nieto et al., 2008). Dado que el interés general de 
nuestro laboratorio es estudiar la participación del metabolismo esfingolipídico celular en la 
determinación de su propio destino, se decidió utilizar cultivos de células MDCK y la 
relación con la inhibición de SphK. Los estudios metabólicos se llevaron a cabo mediante la 
incorporación del precursor radiactivo [14C]-ácido palmítico. El análisis de las Figuras 20 y 
21 demostró que las células MDCK en estado de proliferación no estimulada (control) 
presentan un perfil de esfingolípidos, formado por esfingomielina (SM) seguido por 
glucosilceramida (GlcCer); en menor proporción por lactosilceramida (LacCer), ceramida 
(Cer), esfingosina-1-fosfato (S1P) y dihidroesfingosina (DHS). Dicho perfil en presencia de 
los inhibidores de SphK sufrió modificaciones cuantitativas dónde se observó la significativa 
disminución del tono de síntesis S1P que es acompañada de un incremento en la síntesis de 
todos los restantes esfingolípidos. Este resultado va en concordancia con los resultados 
previamente mencionados por nuestro de trabajo (Nieto et al., 2008). Entre los esfingolípidos 
que se encuentran aumentados se observa un incremento proporcionalmente mayor de la Cer 
respecto de su control. Como bien se mencionó en la presente introducción la Cer es un 
esfingolípido bioactivo que ha sido implicado como mediador y regulador del arresto del 
ciclo celular, apoptosis, senescencia, respuesta al estrés (Hannun and Obeid, 2008; He et al., 
2012; Lee et al., 2011; Nieto et al., 2008). Dada las acciones de la Cer sobre la fisiología 
celular, resultaba probable que la acción sobre la proliferación celular, dada por la inhibición 
de la vía SphK/S1P, fuera una respuesta indirecta al incremento de Cer. Para poder evaluar 
este efecto se bloqueó la acumulación de Cer por diferentes estrategias. Por un lado se inhibió 
la síntesis de Cer por el uso del inhibidor de la enzima ceramida sintasa (CERS), Fumonisina 
(FB1), conjuntamente con los inhibidores de SphK por 24 hs, y se corroboro el bloqueo sobre 
la acumulación de Cer (Figura 21). En esta condición (Figura 22) se observa que el 
tratamiento con FB1 no fue capaz de revertir la disminución en el incremento del número de 
células causado por la inhibición de la SphK, sugiriendo así que esta disminución no se debe 
al incremento del tono de síntesis de ceramida. Dado que el sustrato de la enzima ceramida 




sintasa es la DHS, resultó lógico que el agregado de FB1 produjera el incremento de este 
precursor. Diversos estudios han demostrado que el incremento de la DHS produce inhibición 
de la PKC provocando una marcada disminución de la proliferación celular en células 
tumorales de colon (Coward et al., 2009; Delon et al., 2004; Hannun and Bell, 1989; Merrill 
et al., 1986; Pham et al., 2014), por lo tanto para poder evaluar si la acumulación de DHS era 
la responsable de la disminución de la tasa de proliferación celular, se bloqueó la síntesis de 
Cer en un paso anterior para evitar la acumulación de DHS. Para ello se inhibió a la enzima 
serina palmitoil transferasa (SPT) por el uso de Myriosina (MYR).  De esta manera se inhibió 
la vía de síntesis de novo de los esfingolípidos en su etapa inicial y por ende se evitó la 
acumulación tanto de Cer como de DHS. En la Figura 23 se observa que el agregado de MYR 
produce una drástica reducción de la radiactividad asociada a todos los esfingometabolitos 
incluyendo a la DHS. Sin embargo cuando se evaluó el impacto sobre el incremento del 
número de células, se observó que el agregado de MYR tampoco fue capaz de revertir el 
efecto ejercido por la inhibición parcial de la vía de SphK/S1P (Figura 24). 
Estos resultados sugirieron que no sería la acumulación de la Cer, ni tampoco la DHS, 
los responsables de regular la proliferación de células MDCK en estado proliferativo 
no estimulado. De esta manera se concluye que el efecto modulador de la inhibición de 
la SphK sobre el metabolismo de los esfingolípidos no tiene injerencia sobre el efecto 
inhibitorio de la proliferación celular en células MDCK, aunque si lo tiene sobre la 
inducción de la muerte celular (Nieto et al., 2008). 
Como se mencionó en la presente introducción, la S1P ejerce gran parte de sus acciones 
biológicas actuando a través de sus 5 receptores de 7 pasos transmembrana (S1P1-5) que 
activan diversas vías de señalización involucradas con la proliferación celular, como ser la 
vías pro-proliferativas de ERK, AKT y PKC (Mendelson et al., 2014; Spiegel and Milstien, 
2003a). Para indagar si la disminución del número de células estaba relacionada con la 
activación de alguna de estas vías se indagó si las células MDCK expresaban alguno de estos 
receptores en estado proliferativo no estimulado. El análisis de la Figura 25 demuestra que 
las células MDCK expresan los RNAms de todos los receptores exceptuando el receptor 
S1P4, hecho que se condice con hallazgos previos que sugieren que S1P4 no se expresa en 
células epiteliales (Graler et al., 1998; Ishii et al., 2001). Cómo se mencionó en la presente 




introducción la S1P puede actuar de manera autócrina y/o parácrina, y esto es posible debido 
a que S1P puede efluir de la célula a través de transportadores específicos (ABC) y ejercer 
extracelularmente diversas funciones biológicas a través de sus receptores específicos 
(Olivera et al., 2013). Para evidenciar si el efecto sobre la proliferación celular podía deberse 
a una disminución de los niveles extracelulares de S1P, y así una menor activación de los 
receptores es que se utilizó S1P exógena. Se observó que la S1P conjuntamente agregada con 
los inhibidores de SphK no mostró diferencias significativas en el incremento del número de 
células (Figura 26), lo que sugiere que el mantenimiento de la proliferación en esta condición 
de cultivo no parece deberse a la activación de receptores para S1P. Dado que existen 
evidencias que han demostrado que tanto la activación de los receptores S1P1 como S1P2 
están involucrados en el control de la proliferación y supervivencia celular en células 
epiteliales (Billich et al., 2009) y en diferentes tipos celulares (Mendelson et al., 2014; 
Rodriguez-Boulan et al., 2005), para corroborar los resultados observados con S1P exógena 
,se utilizaron  antagonistas específicos de los receptores para los receptores S1P1 y S1P2. Los 
ensayos mostraron resultados similares a los ensayos con S1P exógena, donde no hay 
cambios en la proliferación de las células en las condiciones ensayadas (Figura 27).  
Estos resultados sugieren que la acción de S1P sobre el mantenimiento de la 
proliferación celular no se debería a un efecto autócrino y/o parácrino, donde se 
involucre la activación de receptores para S1P en membrana plasmática. Esto lleva a 
suponer que los efectos de S1P podrían estar mediados en principio a través de 
mecanismo intracelulares (intrácrinos).  
La pregunta que inevitablemente surge ante estos resultados es si los mecanismos por los 
cuáles la inhibición controlada de SphK produce disminución en la tasa de proliferación de 
células MDCK están relacionados con algún cambio en la progresión del ciclo celular. Está 
descripto que tanto SphK1 como SphK2 se encuentran localizadas en los centrosomas en una 
línea celular embrionaria de riñón, y que la generación de S1P podría regular la formación 
de los microtúbulos y la dinámica de polimerización de tubulina necesaria en el proceso 
mitótico (Takahashi et al., 2011), como así también que el knock-down para SphK1 impide 
la citocinesis en una línea celular de carcinoma mamario (Spira et al., 2012). La primera 
aproximación para estudiar este efecto fue determinar el índice mitótico. El análisis 




estadístico (Figura 28) demuestra que la inhibición controlada de la SphK en nuestro sistema 
experimental redujo el índice mitótico en células tratadas durante 24 hs con ambos 
inhibidores (L-tDHS y SKI-II) de SphK, sin observarse diferencias significativas en células 
tratadas durante 48 hs con el inhibidor L-tDHS y en células tratadas por 72 hs con ambos 
inhibidores respecto de su control. Una posible explicación del efecto observado a 48 y 72 
hs, donde no hay diferencias significativas en células tratadas, podría deberse (como se 
demuestra más adelante) a que en estos tiempos las células control comienza a sufrir arresto 
por contacto, debido a que comienza a lograrse la confluencia del cultivo celular.  
Una primera conclusión de estos experimentos es que la disminución en el incremento del 
número de células observada en células tratadas con ambos inhibidores está relacionada 
directamente con una reducción en el número de mitosis. Es interesante hacer notar que, 
amplia evidencia ha demostrado que la expresión de Sphk2 inhibe la proliferación de células 
Hela como consecuencia de la inhibición de la síntesis de DNA y el arresto en la etapa G1/S 
del ciclo celular (Merrill et al., 2011). Así también se demostró que la inhibición de la SphK1 
por siRNA produce un arresto en la fase G0/G1 del ciclo celular. Además se describió que la 
inhibición de la SphK1 con el inhibidor farmacológico SKI-I produce un arresto en la etapa 
G2/M, ambos estudios hechos en células de melanoma (Kumru et al., 2011). Por otra parte 
se ha demostrado que células HEK 293 con mutaciones para SphK1 quedan arrestadas en la 
fase S y no progresan hacia la mitosis (Willour et al., 2012). La mayoría de las evidencias 
publicadas se refieren a líneas de células tumorales, pero no a líneas epiteliales no tumorales. 
En nuestro sistema experimental las células tratadas durante 24 con ambos inhibidores de 
SphK sufren un arresto en la fase G0/G1 del ciclo celular (Figura 29 A). Resultado que se 
correlaciona con lo observado en los ensayos del índice mitótico. A las 48 hs de tratamiento 
se observa que los diferentes inhibidores presentan diferentes efectos. En células tratadas por 
48 hs con SKI-II se observa un arresto en G0/G1 significativamente mayor que con el 
inhibidor L-tDHS, presentando en este último valores no diferentes de las células control. 
Este efecto puede deberse a que el inhibidor SKI-II presenta un mayor efecto incluso a las 
24 hs de tratamiento (G0/G1: 83%, S: 10% y G2M: 7%) en comparación con L-tDHS 
(G0/G1: 76%, S: 12% y G2M: 12%), debido a que los inhibidores L-tDHS y SKI-II poseen 
diferente naturaleza química y diferentes mecanismos de acción.  Mientras que L-tDHS es 
un estereoisómero de la D-eritro-dihidroesfingosina y se une competitivamente como 




análogo lipídico a SphK1, SKI-II es una molécula de naturaleza no lipídica que se une a la 
enzima produciendo su inhibición (tanto competitiva como no-competitiva), y además induce 
su degradación proteosomal (Meyer et al., 2011) o lisosomal mediada por catepsina B (Albers 
et al., 2011), lo que podría explicar el efecto inhibitorio más potente del SKI-II en células 
tratadas tanto por durante 24 y 48 hs, respecto de  L-tDHS. A las 48 hs el cultivo de células 
control presentan una densidad celular donde comienzan a primar los efectos de inhibición 
de proliferación por contacto entre células. Luego de 72 hs el cultivo de células se encuentra 
en estado confluente haciéndose más notable los efectos de inhibición de proliferación por 
contacto, lo que explicaría la falta de efecto de los inhibidores. Sin embargo debe hacerse 
notar que en las células tratadas con los inhibidores, si bien el arresto es similar a las células 
control a las 72 hs, las células no alcanzan la confluencia por lo que se interpreta que los 
efectos observados son propios de la acción de los inhibidores. 
Es bien sabido que la Cer es un regulador negativo del ciclo celular en varios tipos 
celulares (Morad and Cabot, 2013), existiendo también una amplia evidencia que la 
acumulación de DHS inhibe la proliferación en diversos tipos celulares (Ahn et al., 2006; 
Ahn and Schroeder, 2010; Ciacci-Zanella et al., 1998). Por ello se estudió si la acumulación 
de alguno de estos dos metabolitos, producto de la desregulación de la síntesis de novo debido 
a la inhibición de la SphK podía ocasionar en forma indirecta el arresto en G0/G1. Los 
resultados mostraron que células tratadas con los inhibidores de SphK más el agregado de 
FB1 o MYR por 24 hs no produjeron diferencias significativas en ninguna de las fases del 
ciclo con respecto a las células tratadas solamente con los inhibidores de SphK (Figura 29 
B). Estos resultados sugieren que ni Cer y tampoco DHS están involucradas en el arresto 
celular observado en la fase G0/G1 inducido por la inhibición de la SphK. En conjunto estos 
resultados demuestran que la inhibición controlada de la SphK produce arresto en la 
fase G0/G1 del ciclo celular en células MDCK y esto se ve reflejado en la disminución 
de la tasa de proliferación celular, dónde además este efecto es independiente de la 
síntesis de Cer y DHS.   
Como corolario de lo descripto se observó que el índice mitótico (IM) correlaciona con lo 
observado en los experimentos de citometría de flujo, donde el arresto celular se produce con 
mayor eficiencia en las primeras 24 hs (Figuras 28 y 29). Se puede observar además que los 




porcentajes de las células en G2/M son similares a los observados cuando se determinó el IM 
(25%), lo que sugiere que como es de esperar la mayoría de las células en G2/M transitan el 
periodo M. Un dato interesante es que a las 48 hs de inhibición con el inhibidor L-tDHS los 
niveles de IM no son significativamente diferentes a los observados en el control, mientras 
que con SKI-II el efecto resulta menor a su respectivo control. Esto puede deberse a que 
como se mencionó anteriormente por el mecanismo de acción SKI-II en comparación con el 
de L-tDHS. Ambas aproximaciones experimentales (citometría de flujo e IM) muestran 
iguales resultados lo que refuerza las conclusiones antes vertidas. 
Una vez descripto el efecto de la inhibición de SphK sobre el ciclo celular y habiendo 
determinado que el efecto es independiente de la acumulación de Cer, el paso siguiente fue 
estudiar cuál era el mecanismo molecular que subyace al arresto causado por la inhibición de 
la SphK. Conociendo que las ciclinas juegan un rol fundamental dentro del ciclo celular, 
formando complejos con proteínas quinasas (CDKs) regulan la actividad de las mismas y 
modulan el pasaje por las distintas fases del ciclo celular. En una primera instancia de decidió 
estudiar si las ciclinas estaban involucradas en este proceso. Dentro de las ciclinas, se 
destacan las ciclinas tipo D, las cuales son reguladoras cruciales de la progresión de las 
células hacia el estado proliferativo dentro del ciclo celular, regulando la transición entre la 
fase G1 hacia la fase S (Weber et al., 1997). El incremento en la expresión de la ciclina D1 
dependiente en gran medida de señales extracelulares (factores de crecimiento, activación de 
la vía de ERK) es considerada como un sensor mitogénico para la entrada de las células en 
el ciclo celular (Poon, 2016). Otra ciclina importante en la regulación del pasaje G1-S es la 
ciclina E, la cual es detectada primeramente durante la fase G1 tardía del ciclo celular y 
decrece cuando las células entran en la fase S. Cuando se analizó el efecto de la inhibición 
controlada de la vía SphK/S1P sobre la expresión de las ciclinas D y E, se demuestra que 
en células tratadas durante 24 hs contrariamente a los esperado, se observa un 
incremento la expresión proteica de la ciclina D1 (Figura 30). En principio este 
resultado se encuentra en contraposición con los resultados que podrían esperarse en 
células arrestadas. Estos resultados aparentemente contradictorios, nos hicieron suponer la 
posibilidad de la existencia de un mecanismo regulatorio que no involucrará la regulación 
transcripcional de esta ciclina. Es por ello que se decidió indagar sobre la localización celular 
de las ciclina D1 cuando se inhibe la vía SphK/S1P. Los resultados obtenidos mostraron que 




si bien existe un aumento de los niveles de la proteína ciclina D1, la misma se encuentra 
retenida en el núcleo (Figura 33), lo que podría explicar el arresto de las células en G0/G1.  
En este sentido se ha demostrado que la ciclina D1 se acumula en el núcleo celular durante 
la fase G1 y esta acumulación nuclear decrece incrementándose a nivel citoplasmático en el 
ingreso a la fase S (Baldin et al., 1993). Por otra parte varios autores han demostrado que la 
fosforilación por la proteína GSK3-β, la exportación al citoplasma y la posterior proteólisis 
de la ciclina D1 por el proteasoma son fundamentales para la eficiente y correcta duplicación 
del DNA y para la transición G1-S (Diehl et al., 1998; Guo et al., 2005). Además está 
demostrado que una retención nuclear de la ciclina D1 tanto en fibroblastos (Baldin et al., 
1993) y en células de túbulo colector (Qiao et al., 2014) impiden la transición G1-S. Así la 
retención de ciclina D1 en el núcleo parece ser el mecanismo por el cual la inhibición de 
vía SphK/S1P induce el arresto en G0/G1, impidiendo la progresión a la fase S.  
Un punto crucial en el pasaje de fase G1 a fase S es la fosforilación de la proteína del 
retinoblastoma (Rb). La fosforilacion de Rb es llevada a cabo principalmente por el complejo 
CDK2-ciclina E, permitiendo la liberación de E2F, factor de transcripción crítico en la 
regulación de la expresión de proteínas necesarias para la entrada a la fase S (Thomasova and 
Anders, 2015). Una vez que Rb es fosforilada por el complejo CDK2-ciclina E, la proteína 
Rb pierde afinidad por el factor de transcripción E2F y por lo tanto es liberado permitiendo 
ejercer sus funciones. Dentro de sus funciones se destaca la de ser un factor fundamental en 
la transcripción de los genes necesarios para la entrada en la fase S (Dick and Rubin, 2013). 
Como se mencionó en la introducción de esta tesis Rb es fosforilada primero por el complejo 
CDK4-ciclina D1 o CDK6-ciclina D1 dejando a la proteína en un estado hipofosforilado pero 
todavía interactuando débilmente con el factor de transcripción E2F, posteriormente cuando 
el complejo CDK2-ciclina E fosforila a Rb deja a la proteína en un estado hiperfosforilado, 
donde se produce la disociación entre el factor E2F y Rb resultando en la exportación nuclear 
de la proteína Rb hiperfosforilada (Jiao et al., 2006). En la Figura 31 se observa que en células 
tratadas por 24 hs con el inhibidor L-tDHS se produce un aumento en la forma 
hipofosforilada de Rb.  
Estos datos en conjunto explicarían el arresto de las células en G0/G1 dado por el aumento 
de los niveles de ciclina D1 (posiblemente por una disminución de su degradación), debido 




a su retención en el núcleo, y la consiguiente hipofosforilación de Rb. Esto se sustenta en 
resultados previamente publicados donde la degradación de la ciclina D1 es fundamental para 
el pasaje a la fase S (Baldin et al., 1993). Además se ha demostrado que la retención nuclear 
de ciclina D1 y el aumento del nivel intracelular de la misma debido a una menor tasa de 
degradación de la proteína produce arresto en la fase G0/G1 en una línea celular renal de 
hámster (Kim et al., 2015). Esto podría estar explicando que en nuestro sistema experimental 
la retención nuclear de la ciclina D1 observada en células tratadas con L-tDHS y por ende un 
aumento en los niveles de expresión de la misma sea por una menor tasa de degradación de 
la proteína debido a no poder salir del núcleo y ser degradada por el proteasoma en el 
citoplasma. Por otro lado si bien la expresión de la ciclina E no varío significativamente en 
células tratadas con L-tDHS respectivamente de su control, diversos estudios han demostrado 
que la retención nuclear de la ciclina D1 es promovida por el aumento de la expresión de p21 
y p27, inhibidores de la actividad del complejo CDK2-ciclina E (Lim and Kaldis, 2013), esto 
podría ser un mecanismo que explica el estado hipofosforilado de la proteína Rb ya que como 
bien se había mencionado anteriormente para que Rb pase a un estado hiperfosforilado es 
necesaria la actividad del complejo CDK2-ciclina E y está podría estar siendo inhibida por 
los mismos. Aunque en nuestros resultados no se ha medido la expresión proteica de los 
inhibidores p21 y p27 existe amplia evidencia que vincula la inhibición de la SphK con el 
aumento en la expresión de los inhibidores p21 y p27, ya que está demostrado que la 
inhibición de la SphK tanto por inhibidores farmacológicos como por la utilización de RNAi 
induce el aumento en la expresión de ambos en células epiteliales de cáncer gastrointestinal 
(Xia et al., 2012) y en líneas celulares de cáncer de colon (Nemoto et al., 2009).  
Todos estos datos en su conjunto muestran que la SphK es una enzima clave en la 
regulación de la proliferación y del ciclo celular en células MDCK. Si bien es clara la 
participación de la SphK en estos procesos, se requerirían futuros experimentos para dilucidar 
en mayor profundidad los mecanismos moleculares que modulan a las proteínas reguladoras 
del ciclo celular en la vía SphK/S1P.  
 
 




2. El gradiente de activación de la vía SphK/S1P determina la inducción 
de las células que se encuentran en fase G0 a transitar hacia la 
diferenciación 
Tal como se describió en la introducción las células que se encuentran en el tránsito hacia 
un estado de mayor diferenciación celular detienen su proliferación permaneciendo en la 
llamada fase G0, caracterizada por células que salieron del ciclo celular ya sea porque son 
células que se han diferenciado o entraron en un estado de quiescencia (células que no 
proliferan pero que con estímulos adecuados pueden reentrar en el ciclo celular (Cheung and 
Rando 2013). En nuestro modelo experimental, ante la atenuación de la vía SphK/S1P se 
produce un aumento en el porcentaje de células que se encuentran en la fase G0 a expensas 
de la fase G1. Si bien hay evidencia que la vía SphK/S1P está involucrada en la diferenciación 
de células trofoblásticas (Singh et al., 2012) hasta el momento no existen trabajos que 
relacionen la participación de la S1P en la transición G1-G0. Este hallazgo estaría 
demostrando que la inhibición controlada de la SphK no solo produce arresto del ciclo 
celular sino que además induce el tránsito G1-G0 en células MDCK.  
La pregunta que surgió a continuación y que representa uno de los objetivos centrales de 
este trabajo de tesis fue dilucidar si ese tránsito hacia G0 se correspondía con la adquisición 
de un fenotipo diferenciado. En las células epiteliales, la adquisición de un fenotipo 
diferenciado se relaciona con un cambio morfológico que va de una célula fibroblastoide a 
una célula hexagonal o “cobblestone-like”. Los resultados mostraron que estas células 
efectivamente presentan este cambio morfológico cuando se inhibe parcialmente la vía 
SphK/S1P (Figura 35). El primer indicio se obtiene en el ensayo de citometría de flujo en el 
que se evidencia una población de células que presentan parámetros de mayor complejidad 
y tamaño. Posteriormente corroborado con los evidentes cambios morfológicos observados 
por microscopía. Es importante destacar que las células MDCK son capaces de comenzar su 
diferenciación cuando alcanzan la confluencia (Bacallao et al., 1989; Su et al., 2007), sin 
embargo a pesar de que bajo la atenuación de la vía SphK/S1P tanto el número, como la 
confluencia celular se encuentran disminuidas respecto a las células control, estas presentan 
un fenotipo que demuestra una mayor diferenciación celular.  




Otro punto para destacar respecto de la disminución del tono de actividad de la vía SphK/S1P, 
es el efecto diferencial de la inhibición según el estadio de las células en el cultivo. En un 
cultivo de células en proliferación (como los utilizados en este modelo experimental) 
podemos encontrar diferentes poblaciones de células, en lo que respecta a su condición, su 
tiempo de vida y su contexto en el cultivo. Por ejemplo encontramos células de reciente 
división que pueden observarse en los límites externos de las colonias, mientras que por otro 
lado podemos encontrar células incluidas en el centro de la colonia y que posiblemente 
representan células con mayor permanencia en el cultivo (Figura 34). Si bien genéticamente 
estamos en presencia de clones, son diferentes las condiciones fisiológicas de estas células 
en cultivo. Recordamos que las células MDCK según las condiciones de cultivo pueden 
adquirir diferente grado de diferenciación, sumado a que el perfil de esfingolípidos varía con 
las condiciones de crecimiento y diferenciación de las células (Facchinetti et al., 2003). Es 
por ello que resulta coherente que dependiendo la condición de crecimiento en la que se 
encuentren estas células, puedan responder en forma diferente e incluso antagónica a la 
inhibición de la vía SphK/S1P. En este sentido, resulta interesante que las células que se 
encuentran en la periferia de la colonia, que presentan alta proliferación y no están en íntimo 
contacto con sus vecinas, presenten un fenotipo fibroblastoide, mientras que las células 
incluidas dentro de una colonia, son las que presentan un cambio fenotípico hacia células 
diferenciadas. Este resultado afirma el concepto básico de nuestro laboratorio acerca de que 
la síntesis de esfingolípidos es dependiente y determinante del estado fisiológico de las 
células y tejidos. 
Los cambios morfológicos se acompañan clásicamente con reorganización del citoesqueleto 
de actina (Figura 36). En las células control se observa una distribución en fibras de estrés en 
los planos focales inferiores, propio de una célula de características migratorias. En las 
células tratadas existe una disipación de estas fibras, con una marcada relocalización de la 
actina polimerizada en los bordes de la célula constituyendo un córtex de actina. Este córtex 
de actina, así como el fenotipo diferenciado de las células epiteliales se relaciona con el 
establecimiento de uniones célula-célula maduras. Dentro de estas se destacan las Uniones 
Adherentes (AJ), las cuales como se describió están constituidas por E-cadherina y las 
proteínas accesorias β-catenina y α-catenina, ubicándose en la membrana lateral de la célula 
diferenciada (Gopal et al., 2016). Las células MDCK tratadas con L-tDHS evidencian 




morfología hexagonal, presencia de cortex de actina y acumulación de E-cadherina y β-
catenina delimitando los bordes en las uniones célula-célula (Figuras 37 y 38). Por otra parte, 
conjuntamente y apoyando estos resultados el análisis por microscopía confocal demostró 
que tanto E-cadherina como β-catenina se encuentran colocalizadas a lo largo de toda la 
unión adherente en células tratadas con L-tDHS por 72 hs (Figuras 39-40). Tanto la 
colocalización de estas proteínas como la localización confinada en la membrana lateral, 
evidencian la presencia de un fenotipo de mayor grado de diferenciación, a diferencia de las 
células control donde se observa una distribución de E-cadherina y β-catenina en “zig-zag” 
siendo esta una característica de una unión adherente inmadura (Sanchez et al., 2007). A su 
vez esto se corrobora por el espesor de la unión adherente. En el caso de las células control, 
se presenta una colocalización incompleta donde se observa espacios intercelulares y una 
distribución de los marcadores con un espesor de aproximadamente 5 m. A diferencia de 
las células tratadas donde estas proteínas se encuentran en el borde celular, sin espacios 
intercelulares detectables y la distribución de los marcadores se concentra en 








Otro punto importante en la diferenciación celular del epitelio es la formación de las uniones 
estrechas que establecen y mantienen la asimetría basal-apical, fundamental en la adquisición 
del fenotipo diferenciado (Balda and Matter, 2016). La generación de polaridad celular, 
conlleva cambios en la arquitectura celular, los que a su vez están regidos por cambios en el 
citoesqueleto celular (Burute and Thery, 2012). Es por ello que se evaluó la presencia de 
estas uniones y dominios de membrana. Así, se observa que las células donde la vía 
Control Inh vía SphK/S1P 
Figura 44. Representación esquemática de la distribución del complejo de adherente.  
 




SphK/S1P se encuentra atenuada adquieren la formación de los dominios de membrana 
propios de una organización de membrana apical-basolateral. Para evidenciar este fenómeno 
se utilizó a la glicoproteína gp135, la cual de existir un dominio apical de membrana tiende 
a ubicarse exclusivamente en este. Como se observa en las células donde se inhibió la vía 
SphK/S1P, la proteína gp135 se encuentra restringida en los planos focales superiores y con 
un espesor de aproximadamente 4m (Figura 41 C), Este fenómeno no se observa en las 
células control donde si bien se registra marca para gp135, la misma se distribuye en toda la 
membrana plasmática, con un espesor del eje z de 7m, lo que para este tipo celular 
representa la altura total de las mismas. Esto puede observarse en forma esquemática en la 
Figura 45. Por otra parte, la formación de las uniones estrechas involucra la localización 
puntual de la proteína citoplasmática ZO-1. Como puede observarse cuando se inhibe la vía 
SphK/S1P, la proteína ZO-1 se encuentra puntalmente localizada en la membrana plasmática 
con un espesor en el eje z de aproximadamente 2m, justo por debajo de la distribución de 
gp135, indicio aceptado como presencia de unión estrecha y confirmación estructural de 
polarización de membrana mientras que en las células control ZO-1 presenta un patrón 






Por lo tanto la inhibición controlada de la SphK está involucrada no solo en la 
formación de las uniones adherentes sino también en la formación de las uniones 
estrechas, y la aparición de polaridad estructural de la membrana plasmática.  
 
Figura 45. Representación esquemática de la distribución de ZO-1 y gp135.  
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Está demostrado que las cadherinas, como ser E-cadherina y cadherina-16 (cadherina que 
se expresa específicamente en células epiteliales tubulares renales) aumentan su expresión 
en el desarrollo del riñón adulto (Igarashi, 2003; Perantoni, 1999; Thedieck et al., 2005). Si 
bien está descripto que el agregado exógeno de S1P activa a través de S1P2 la vía de Rho 
quinasa disminuyendo la expresión de la transcripción y los niveles proteicos de la E-
cadherina en células epiteliales tubulares renales (Ishizawa et al., 2014), no se han descripto 
hasta el momento estudios sobre la participación de la S1P intracelular en la expresión de 
dichos marcadores. Nuestros resultados mostraron que la inhibición de la vía SphK/S1P 
indujo además de los cambios fenotípicos descritos arriba, un aumento de los niveles de 
RNAm tanto de E-caherina como de cadherina-16. Este aumento transcripcional de E-
cadherina puede estar fundamentado en evidencias pasadas que demuestran que la proteína 
Rb cuando se encuentra activa (estado no fosforilado o hipofosforilado) es capaz de 
interaccionar con el factor de transcripción AP2 y unirse al promotor de E-cadherina 
aumentando su transcripción en células epiteliales (Batsche et al., 1998). Por otro lado, el 
aumento de la transcripción de la cadherina-16 por la inhibición de SphK no ha sido 
documentado anteriormente, sugiriendo así que la S1P participaría directa o indirectamente 
de la transcripción de la misma. Estos resultados son una evidencia más de que la SphK 
no solo participa en la distribución de las cadherinas que conjuntamente con las 
cateninas forman la unión adherente madura, sino también en la regulación de su 
transcripción en células MDCK. 
Otro análisis que apoyó nuestra hipótesis de trabajo es el uso de diferentes lectinas. Las 
lectinas son glicoproteínas utilizadas como marcadores de diferenciación funcional en 
células renales (Holthofer, 1988; Holthofer et al., 1987).  La presencia de estos marcadores 
funcionales refuerza el concepto de diferenciación celular, ya que suman evidencias a los 
marcadores fenotípicos de diferenciación discutidos más arriba. La inhibición controlada de 
la vía SphK/S1P indujo la presencia de un mayor porcentaje de células con señal positiva 
para DBA, lectina que reconoce específicamente hidratos de carbono presentes en el 
glucocalix de células de túbulo colector renal (Holthofer et al., 1987) y un menor porcentaje 
de células con señal positiva para BSL-I, lectina que reconoce hidratos de carbono presentes 
específicamente en miofibroblastos intersticiales (células con morfología fibroblastoide) 
(Truong et al., 1988). Las células control claramente mostraron un patrón de marcación 




invertido (mayor porcentaje de células para BSL-1 y menor para DBA), evidenciando 
nuevamente el estado de diferenciación claramente distinto en las células donde se modula 
negativamente la vía SphK/S1P.  Demostrando así que la inhibición de la SphK no solo 
favorece la adhesión entre células (formación de los diferentes tipos de uniones 
intercelulares) sino también participa en la modulación de la expresión de los 
marcadores bioquímicos de diferenciación en células epiteliales renales. 
Todos estos resultados muestran como la modulación de la actividad y del tono de la 
vía de SphK/S1P, resulta un hecho fundamental en el destino celular. No solo en el 
control de la proliferación y muerte celular, sino también en el direccionamiento hacia 
estados de mayor o menor diferenciación celular. Esto coloca a esta vía ya no como una 
consecuencia de los procesos celulares, sino como actor central del destino celular. 
 
3. Modelo propuesto del mecanismo por el cuál la inhibición controlada de 
la vía SphK/S1P regula la proliferación celular e induce el tránsito hacia 
un estado de mayor diferenciación en células MDCK 
Con el objetivo de integrar las evidencias expuestas en la presente tesis y resumir los 
posibles mecanismos por los cuáles la inhibición controlada de SphK regula la proliferación 
e induce el tránsito hacia un estado de mayor diferenciación en células MDCK, se propone 
un modelo que se esquematiza en la Figura 46. 
De acuerdo a los resultados obtenidos, la inhibición controlada de la SphK disminuye la 
proliferación celular en células MDCK, que se traduce en una disminución en el número de 
células en mitosis previo arresto del ciclo celular en la fase G0/G1. Molecularmente la 
inhibición de la SphK produce retención nuclear de la ciclina D1 acompañada de un aumento 
en la expresión proteica de la misma e hipofosforilación de la proteína Rb. Además la 
inhibición de SphK no solo produce el arresto en la fase G0/G1 del ciclo celular sino que 
también favoreció el tránsito G1-G0 todo esto acompañado de cambios morfológicos y 
aumento de la expresión de los principales marcadores de diferenciación en células MDCK. 
Por otra parte, la inhibición controlada de la enzima produjo una disminución del tono de 
síntesis de S1P y un incremento en la síntesis de todos los restantes esfingolípidos, 




particularmente de ceramida, glucosilceramida y esfingomielina. Trabajos previos de nuestro 
laboratorio han demostrado que el aumento de la síntesis de glucosilceramida y 
esfingomielina son fundamentales en la adquisición del fenotipo diferenciado (Favale et al., 
2015; Pescio et al., 2017). En este modelo de diferenciación inducida por estrés osmótico, 
además de registrarse un aumento de la síntesis de los esfingolípidos y disminución de la 
síntesis de S1P (trabajo en escritura), se observa un aumento de la expresión de las enzimas 
que metabolizan a la ceramida a estos esfingolípidos complejos. La inducción de la 
diferenciación por disminución de la vía Sphk/S1P, probablemente involucre el incremento 
de la síntesis de novo, hecho que resulta necesario en la diferenciación, pero que no estaría 
acompañado en principio por la capacidad de la célula de drenar esta ceramida (24 hs de 
tratamiento). Esto se sustenta en que la inhibición de la acumulación de ceramida no participa 
en el arresto y tránsito a G0 de las células epiteliales, pero si probablemente constituya un 
depósito necesario para la síntesis de esfingomielina y glucoesfingolípidos fundamentales en 
el proceso de diferenciación celular. Esto sugiere que la disminución del tono de síntesis de 
S1P por modulación de la síntesis de todos los esfingolípidos tendría una segunda instancia 
de participación en el proceso de diferenciación del epitelio renal. Por lo tanto es evidente 
que si bien la vía SphK/S1P resulta fundamental en la diferenciación epitelial, existen 
mecanismos paralelos que participan en el direccionamiento del metabolismo de los 
esfingolípidos, con importancia colaborativa en la diferenciación total y funcional de la 

















































Figura 46. Modelo de los posibles mecanismos por los cuáles la inhibición controlada de SphK 
disminuye la proliferación celular e induce tránsito hacia un estado de mayor diferenciación celular 
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4. Importancia biológica de los resultados de este trabajo y perspectivas 
futuras: proyección fisiopatológica 
Si bien la S1P es un regulador clave en la proliferación de varios tipos celulares, poco se 
sabe acerca de los mecanismos que participarían en la diferenciación celular de células 
epiteliales, como así también todavía sigue siendo materia de debate las acciones biológicas 
intracelulares de S1P sobre los diferentes procesos fisiológicos y patológicos en los diferentes 
tipos celulares. Los resultados de la presente tesis doctoral permitieron demostrar que la 
inhibición controlada de la SphK es condición suficiente para inducir la transición de fase G1-
G0 e inducir el tránsito hacia la diferenciación celular en células epiteliales renales. Estos 
resultados constituyen una nueva evidencia de cómo un metabolito pro-proliferativo por 
excelencia como es la S1P puede también regular y determinar el tránsito hacia una función 
celular definida, como es el proceso de diferenciación de las células epiteliales renales. Tal 
como se mencionó anteriormente se conoce poco acerca del rol específico de S1P y menos aún 
de la señalización intracelular mediada por la misma sobre el proceso de diferenciación celular. 
El esclarecimiento de dichos mecanismos permitirá revelar la complejidad y la importancia de 
dicho proceso y facilitará la comprensión de varias patologías en las que están involucrados 
los esfingolípidos y particularmente en especial la S1P. 
Numerosos estudios han demostrado que SphK1 y la producción de S1P promueve el 
crecimiento tumoral, resistencia a la apoptosis, la angiogénesis tumoral y la metástasis (Pyne 
and Pyne, 2010). El incremento en los niveles de la SphK1 en el tejido canceroso se 
correlaciona con quimio y radio-resistencia y un pobre pronóstico (Pyne and Pyne, 2010). 
Consistente con estas observaciones, la sobreexpresión de SphK1 promueve, mientras que 
su inhibición reduce, el crecimiento tumoral, la angiogénesis y quimio-resistencia en 
numerosos modelos de xenoinjertos (Guan et al., 2011b). Efectivamente, existe considerable 
evidencia que relaciona el incremento de la expresión de la SphK1 en el desarrollo y 
progresión de varios tipos de tumores humanos, incluyendo glioblastoma (Van Brocklyn et 
al., 2005), adenoma intestinal (Kohno et al., 2006), cáncer de colon (Kawamori et al., 2006); 
(Kawamori et al., 2009), próstata (Malavaud et al., 2010), cabeza y cuello (Shirai et al., 
2011), garganta (Liu et al., 2010), tiroides (Guan et al., 2011a), pequeñas células tumorales 
de pulmón (Song et al., 2011) y cáncer en las células renales (Li et al., 2009a).  




La expresión incrementada de SphK1 ha sido asociada con una pobre supervivencia de 
pacientes con diversos tumores (Li et al., 2009b; Liu et al., 2010; Song et al., 2011; Van 
Brocklyn et al., 2005; Watson et al., 2010). Además de los tumores sólidos, la desregulación 
en la expresión de la SphK1 ha sido encontrada tanto en la leucemia mieloide aguda como 
en la crónica (Ekiz and Baran, 2011). Esto incluye líneas celulares leucémicas donde se ha 
encontrado que niveles elevados de SphK1 correlacionan con resistencia de estas líneas a 
agentes quimioterapéuticos (Le Scolan et al., 2005; Li et al., 2011; Marfe et al., 2011). Por 
otra parte, la inhibición de SphK1/S1P por knockout génico o por inhibidores farmacológicos 
inhibe la proliferación celular en la leucemia mieloide aguda en un modelo xenogeneico 
murino (Paugh et al., 2008), y también reduce la resistencia a agentes quimioterapéuticos 
tanto en la leucemia mieloide aguda (Cakir et al., 2011) como en la crónica (Li et al., 2011). 
En relación a las terapéuticas utilizadas para el tratamiento contra los diversos tipos de 
tumores, como se mencionó anteriormente, los inhibidores farmacológicos de SphK han 
demostrado reducir el crecimiento de los mismos, además se ha demostrado que la inhibición 
de SphK por distintos inhibidores farmacológicos produce acumulación de Cer gatillando 
procesos apoptóticos en varios tipos tumorales (Chatzakos et al., 2012; Nemoto et al., 2009; 
Qin et al., 2014).  
El inconveniente que presenta la quimioterapia clásica es que también se produce 
apoptosis en células no tumorales. En este sentido, los resultados presentados en esta tesis 
doctoral resultan de promisorio interés ya que la inhibición controlada de SphK como se ha 
demostrado no solo produce disminución de la proliferación sin alteración de la viabilidad 
celular sino, más importante aún, esta inhibición controlada de la enzima favorece el tránsito 
hacia un estado diferenciado. El conocimiento de los mecanismos y caminos de señalización 
intracelulares específicos que determinan este proceso son base fundamental para el 
establecimiento de nuevas terapéuticas como por ejemplo la terapia basada en la 
diferenciación celular de células tumorales (Chavez-Gonzalez et al., 2016), como una 
estrategia terapéutica de tratamiento que tiene como meta restablecer el crecimiento normal 
de las células y llevarlas a su estado diferenciado, es decir, a la función que deben cumplir 
las células, evitando todo lo que fuera quimioterapia, agresión y muerte de las mismas. Es 
importante entonces destacar que los alcances de este trabajo de tesis, van más allá de 
dilucidar aspectos moleculares de la regulación de la enzima y la determinación del destino 




celular. El hecho de ir esclareciendo los mecanismos por los cuales la SphK regula la 
proliferación y el tránsito hacia un estadio de mayor diferenciación en los distintos tipos 
celulares, permitirá no solo establecer los componentes moleculares necesarios para que estos 
sucedan, sino también estos mismos componentes podrán servir como nuevos blancos 
terapéuticos de futuros fármacos para poder llevar a cabo terapias antitumorales menos 
agresivas y más efectivas. Por lo que consideramos que las conclusiones presentadas en la 
presente tesis doctoral pueden resultar relevantes, ya que por primera vez se involucra al 
metabolito S1P como regulador clave en los procesos de proliferación y diferenciación 
en conjunto en células epiteliales y demostrándose que el control en el tono de síntesis y 
la actividad de la vía SphK/S1P es determinante en el tránsito desde un estado de células 
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Los esfingolípidos son constituyentes esenciales de las células eucariotas que tienen como 
base estructural a la esfingosina. Los esfingolípidos fundamentales respecto a su actividad 
biológica son esfingosina-1-fosfato (S1P) y ceramida implicados como reguladores en 
procesos biológicos tales como: supervivencia celular, proliferación, diferenciación, 
migración y respuestas inmunes. La esfingosina quinasa (SphK) ha surgido como la enzima 
central y reguladora principal de este sistema debido a que es la enzima encargada de 
fosforilar a esfingosina para formar esfingosina-1- fosfato.  
La vía de síntesis de novo de los esfingolípidos comienza en el retículo endoplásmico con la 
condensación de serina y palmitoil-CoA que por acción de sucesivos pasos enzimáticos dará 
lugar a ceramida, esta puede provenir también de la degradación de esfingolípidos complejos 
(vía de reciclaje) a esfingosina o de la degradación de esfingomielina de la membrana 
plasmática (vía de la esfingomielinasa). En el RE la esfingosina puede fosforilarse por acción 
de la enzima esfingosina quinasa y formar S1P. La S1P formada puede degradarse 
irreversiblemente a través de la enzima esfingosina-1-fosfato liasa, siendo esta la única vía 
de drenaje de todos los esfingolípidos, convirtiéndose en otros lípidos como etanolamina-1-
fosfato y hexadecenal. El papel de esta enzima en el proceso de diferenciación celular 
epitelial se encuentra muy poco estudiado. 
En el presente trabajo de tesis doctoral se eligió como modelo de estudio las células MDCK, 
una línea celular derivada de túbulos colectores renales caninos muy utilizada para analizar 
los procesos de proliferación y diferenciación epitelial, dada su capacidad de formar 
monocapas polarizadas al mantenerlas en cultivo. Para poder estudiar la participación de la 
enzima en dichos procesos se sembraron células MDCK con y sin el agregado de 2 
inhibidores farmacológicos de SphK. Los resultados demostraron que a determinadas 
concentraciones de los inhibidores se producía una disminución del número de células pero 
sin alteración de la viabilidad celular.  
Posteriormente a eso se realizaron estudios metabólicos mediante la incorporación de 
precursores radiactivos como el [14C]-ácido palmítico. La cuantificación de la radiactividad 
total reveló que las células MDCK presentan un nivel basal de síntesis de esfingolípidos y 
que la inhibición de SphK produjo un aumento significativo de la síntesis de todos los 




esfingolípidos, pero proporcionalmente mayor en el metabolito ceramida. Luego de esto se 
colocó un inhibidor de la ceramida sintasa denominado Fumonisina conjuntamente con cada 
uno de los inhibidores de SphK para dilucidar si la ceramida estaba implicada en la 
disminución del número de células. La Fumonisina no fue capaz de revertir la disminución 
en el número de células causado por los inhibidores de SphK, sugiriendo así que esta 
disminución no se debía a la acumulación de ceramida. Por otra parte el agregado de S1P 
exógena tampoco logró revertir la disminución del número de células, lo que estaría 
demostrando que este efecto biológico tampoco estaría mediado por los receptores de S1P, 
sino más bien estaría involucrada la S1P intracelular. 
La cuantificación del porcentaje de células que se encontraban en mitosis sobre el total de 
células (índice mitótico) arrojó que en células tratadas por 24 hs con ambos inhibidores de 
SphK presentaban un índice mitótico significativamente menor que el control, indicando así 
una disminución en el número de mitosis. Concomitantemente cuando se analizó el ciclo 
celular por citometría de flujo se observó una mayor proporción de células en la fase G0/G1 
a expensas de una disminución en la proporción de células de la fases S y G2M en células 
tratadas, demostrando un claro arresto en la fase G0/G1 del ciclo celular, siendo este efecto 
acompañado por una acumulación de ciciclina D1 e hipofosforilación de la proteína Rb. La 
inhibición de SphK no solo favoreció el arresto en la etapa G0/G1 sino que también indujo 
el pasaje G1-G0. Esto se corroboró debido a que la proporción de células que había en la fase 
G0 era 4 veces mayor que la existente en células sin tratar siendo este incremento a expensas 
de la fase G1.  
El análisis morfológico por microscopía de fluorescencia y confocal demostró que la 
inibición de SphK fue capaz de inducir el pasaje de un fenotipo de célula fibroblastoide 
(menor grado de diferenciación) hacia un fenotipo de célula hexagonal, característico de una 
célula epitelial con un mayor grado de diferenciación celular. Así también el análisis de la 
distribución del citoesqueleto de actina y de principales proteínas que forman la unión 
adherente madura como ser la β-catenina y E-cadherina permite ver claramente que en células 
tratadas con el inhibidor estas proteínas se disponen en las uniones célula-célula, en la 
membrana celular junto a la presencia del cortex de actina (características típicas de células 
eipteliales maduras) y encontrándose todas estas ellas ausentes en células sin tratar. Por otro 




lado, un análisis exhaustivo de las principales proteínas de las uniones estrechas como ser: 
ZO-1 y gp135 corroboró aún más lo mencionado anteriormente. Además se observó que la 
inhibición de SphK induce un aumento transcripcional de la E-cadherina y cadherina-16 
(marcadoras de diferenciación epitelial). Finalmente en las glucoproteínas marcadoras de 
diferente grado de maduración celular epitelial denominadas lectinas se observó una mayor 
marcación de la lectina DBA (marcadora de células de tubo colector) en células tratadas con 
el inhibidor de SphK y una menor marcación de la lectina BSL-I (marcadora de células 
miofibroblastos intersticiales, células con bajo grado de diferenciación celular) 
En conclusión se demuestra que la inhibición controlada de Sphk es determinante en el 
tránsito desde el estado proliferativo hacia un estado de mayor diferenciación celular en 
células MDCK. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
